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RESUME 
Depuis qu’elles ont conquis la surface de la terre, les plantes ont développé de nombreuses 
stratégies pour faire face aux carences en eau et en nutriments essentiels de leur 
environnement. L’une des plus fascinantes est sans doute la mise en place d'endosymbioses 
racinaires avec des microorganismes du sol. Ainsi les champignons mycorhiziens à arbuscules 
(AM), qu’on trouve associés avec 80% des espèces végétales terrestres, permettent aux plantes 
d’utiliser plus efficacement les ressources du sol en phosphate et en eau. Les bactéries du sol 
fixatrices d'azote regroupées sous le terme de rhizobia sont, quant à elles, capables de 
s'associer aux plantes de la famille des légumineuses et d'induire la formation, sur les racines 
de leurs hôtes, d'organes spécialisés, les nodules. Dans ces nodules, elles convertissent l'azote 
moléculaire en ammoniac au profit de la plante, et reçoivent en retour des hydrates de 
carbone. La légumineuse modèle Medicago truncatula est capable d'interagir à la fois avec les 
champignons AM et avec la bactérie fixatrice d'azote Sinorhizobium meliloti. Cette interaction 
avec S. meliloti débute par un échange de signaux entre les deux partenaires où les molécules 
symbiotiques clefs sont des lipo-chito-oligosaccharides d'origine bactérienne appelées 
facteurs Nod (FN). La reconnaissance par la plante des FN déclenche une cascade de 
signalisation dans les cellules racinaires qui implique plusieurs gènes, dont certains sont 
également nécessaires à l'établissement de la symbiose AM. Parmi ces gènes communs, DMI3 
code une protéine kinase calcium et calmoduline dépendante (CCaMK). Cette CCaMk 
possède une structure présentant une double sensibilité au calcium et pourrait donc avoir pour 
rôle de décoder les signatures calciques associées à la mise en place des symbioses 
rhizobienne et mycorhizienne. Alors que l'infection rhizobienne débute dans l’épiderme 
racinaire, les divisions cellulaires à l'origine de l'organogénèse nodulaire ont lieu à plusieurs 
assises cellulaires de distance, au niveau du cortex interne de la racine. Les mécanismes qui 
régissent la coordination entre ces deux processus ne sont pas connus. Notre travail avait pour 
objectif d'analyser le rôle du gène DMI3 dans l'épiderme et le cortex racinaires au cours de 
 
l''infection (rhizobienne et mycorhizienne) et de l'organogenèse du nodule, ainsi que son 
implication dans la coordination entre ces deux processus. Nous avons d'abord analysé le 
profil d'expression de DMI3 dans les racines et les nodules au moyen d'une fusion 
transcriptionnelle pDMI3::GUS. Nous avons ensuite effectué des expériences de 
complémentation d'un mutant dmi3 avec le gène DMI3 sous le contrôle de promoteurs tissus 
spécifiques, afin de restreindre son expression soit à l'épiderme soit au cortex. Par cette 
approche, nous avons montré que l'expression épidermique de DMI3 restaure la formation de 
cordons d'infection dans les poils absorbants, mais ceux-ci restent bloqués à la base de la 
cellule épidermique et ne progressent pas dans la cellule corticale où DMI3 n'est pas exprimé. 
De même lors de l'inoculation par le champignon mycorhizien Rhizophagus irregularis, les 
hyphes pénètrent dans les cellules épidermiques mais y restent bloqués. Ces résultats 
suggèrent que les infections mycorhizienne et rhizobienne sont contrôlées par DMI3 de 
manière cellule autonome. En ce qui concerne l'organogenèse du nodule, celle-ci n’est pas 
observée lorsque l’expression de DMI3 est restreinte soit à l'épiderme, soit au cortex, mais est 
restaurée lorsque DMI3 est exprimé dans les deux tissus. A partir de ces résultats, nous 
proposons un modèle dans lequel DMI3 serait impliqué dans la production d'un signal mobile 
dans l'épiderme, dont le rôle serait d'activer DMI3 dans le cortex pour déclencher 
l'organogenèse nodulaire. 
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ABSTRACT 
 
Since their arrival on terrestrial landscapes, plants have evolved many strategies to escape 
water and nutrient deficiency. One of the more fascinating ways is the establishment of root 
endosymbioses with soil microorganisms. Arbuscular mycorrhizal (AM) fungi form 
symbiotic associations with 80% of terrestrial plants, which facilitate plant's phosphate and 
water nutrition. Soil bacteria collectively called rhizobia can form a nitrogen fixing symbiosis 
with legume plants and lead to the development of a specialized root organ, the nodule, in 
which they convert molecular dinitrogen into ammonia to the benefit of the plant, and receive 
carbohydrates in exchange. The model legume Medicago truncatula can interact both with 
AM fungi and with the nitrogen fixing bacteria Sinorhizobium meliloti. A signal exchange 
between the two partners is the starting point of the rhizobial interaction where key symbiotic 
molecules are bacterial lipo chitooligosaccharides called Nod Factor (NFs). The recognition 
by the plant of NFs triggers a signalling cascade in the root cells which involves several 
genes, some of which being also required for the establishment of the AM symbiosis. Among 
them DMI3 encodes a calcium and calmodulin dependent protein kinase (CCaMK). Since the 
CCaMK can bind calcium directly through EF-hands or via calmodulin (CaM), it is thought to 
decipher the calcium signatures triggered very early during the rhizobial and mycorrhizal 
symbiotic associations.  
Interestingly, while rhizobial infection is initiated at root epidermis, cell divisions which will lead 
to nodule primordium formation occur simultaneously in the cortex, several cell layers away from 
the infection site. How these two processes are coordinated remains poorly understood. The 
objective of our work was to analyse the role of DMI3 in the root epidermis and cortex during the 
infection (by rhizobia or AM fungi) and the nodule organogenesis, and its involvement in the 
coordination of these two processes. We first analysed the expression profile of DMI3 in roots and 
nodules using a pDMI3::GUS transcriptional fusion. We then performed complementation 
experiments of a dmi3 mutant with the DMI3 gene under the control of tissue-specific 
 
promoters, to restrict the expression of DMI3 either to the epidermis or to the cortex. By this 
approach, we showed that the epidermal expression of DMI3 allowed the initiation of 
infection threads which developed normally but aborted when they reached the apposed 
cortical cell where DMI3 was not expressed. Similarly, upon inoculation with the AM fungus 
Rhizophagus irregularis, the hyphae penetrate in the epidermis but remain blocked in the 
epidermal infected cell. These results suggest that both rhizobial and mycorrhizal infection are 
controlled by DMI3 in a cell autonomous way. Nodule organogenesis was not observed when 
DMI3 expression was restricted either to the epidermis or to the cortex, but was restored when 
DMI3 was expressed in both tissues. From these results, we propose a model in which DMI3 
is involved in the production of a mobile signal in the epidermis, whose role would be to 
activate DMI3 in the cortex to trigger early nodule organogenesis. 
Key words : Medicago truncatula, rhizobium/legume symbiosis, arbuscular mycorrhizal 
symbiosis, signalling, infection, DMI3, epidermis, cortex. 
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Depuis qu’elles ont conquis la surface de la terre il y a environ 475 millions d’années, les 
plantes ont développé de nombreuses stratégies pour faire face aux carences en eau et en 
nutriments essentiels de leur environnement. L’une des plus fascinantes est sans doute la mise 
en place d’associations symbiotiques avec des microorganismes, qui engendrent des bénéfices 
mutuels pour l’hôte et son micro symbiote. Ces associations symbiotiques sont diverses et se 
retrouvent dans tous les écosystèmes, ce qui reflète leur importance pour le développement 
des plantes. Les racines des plantes sont constamment approvisionnées en composés 
organiques provenant des substances synthétisées dans les feuilles. Ainsi, elles exsudent en 
permanence une partie de ces matières dans le sol, qui contribuent à la constitution du 
compartiment rhizosphérique et entrainent une concentration de micro-organismes à son 
voisinage. Certains microorganismes de la rhizosphère sont capables d'établir des interactions 
à bénéfice mutuel avec les plantes, et forment donc des symbioses racinaires. La mise en 
place de telles symbioses est un phénomène biologique qui suppose l'existence de voies de 
signalisation permettant la reconnaissance entre les partenaires ainsi que d'un métabolisme 
spécifique, dont la compréhension nécessite une étude globale des mécanismes qui régissent 
cette interaction. 
 
1. Les symbioses endoracinaires : un moteur de l’évolution 
 
Les mycéliums de nombreuses espèces de champignons supérieurs se développent en liaison 
intime avec des racines : les mycorhizes (« champignons des racines »). Chez les 
ectomycorhizes (mycorhizes externes) qui concernent 5% des plantes terrestres, les hyphes 
entourent les racines, formant un manteau de mycélium, mais ne pénètrent jamais à l'intérieur 
des cellules de la plante hôte (Fig 1). Il existe une autre forme de mycorhizes plus répandues 
où les hyphes du champignon vont se développer à l’intérieur des cellules racinaires : les 
Epiderme 
Cortex 
Figure 1. Schémas de coupes racinaires représentant les principaux 
types de mycorhizes 
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Réseau de Hartig 
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(Orchidées) 
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endomycorhizes (mycorhizes internes). La symbiose qui se forme entre les Orchidées et des 
champignons appartenant à la famille des basidiomycètes, où les hyphes forment un peloton 
dans les cellules corticales, en est un exemple (Fig 1). Cependant, l’endomycorhize la plus 
commune est la symbiose mycorhizienne à arbuscules, qui s’établit avec 80% des plantes 
terrestres, où les hyphes pénètrent dans les cellules du cortex racinaire, à l'intérieur desquelles 
elles forment des ramifications (les arbuscules) (Fig 1).  
Au cours de l’évolution, certaines plantes supérieures ont également acquis la capacité 
d’établir une symbiose avec des bactéries fixatrices d’azote, qui leur permet d'assurer leur  
nutrition azotée. Ce type d’interaction symbiotique est limité à certaines familles de plantes à 
fleurs du clade des Rosidées et s’établit avec des rhizobia ou des bactéries du genre Frankia. 
 
Du fait de leur grande importance écologique et agronomique, la symbiose mycorhizienne à 
arbuscules et la symbiose rhizobienne fixatrice d’azote sont largement étudiées depuis de 
nombreuses années : ce sont les mécanismes moléculaires régissant ces deux interactions qui 
feront l’objet de cette introduction. 
 
1. La symbiose mycorhizienne à arbuscules 
 
Depuis la colonisation du milieu terrestre, et tout au long de l’histoire évolutive des plantes, la 
plupart des espèces ont acquis la capacité d’établir des associations mutualistes avec des 
champignons. La symbiose mycorhizienne à arbuscule (AM) se distingue par un impact 
écologique particulièrement important. Cette endosymbiose est le résultat d’une association 
très intime entre les racines des plantes vasculaires et des champignons appartenant au clade 
des Gloméromycètes, où les deux partenaires vont tirer des bénéfices réciproques de cette 
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interaction. Le partenaire mycorhizien améliore l’acquisition des nutriments (principalement 
phosphate et eau) par la plante hôte, qui en échange va lui fournir des hydrates de carbone 
issus de la photosynthèse, indispensables pour la survie et la propagation du champignon. 
Outre sa contribution à la nutrition phosphatée et hydrique, la symbiose mycorhizienne peut 
également améliorer la croissance des plantes en les protégeant contre certains pathogènes. 
C’est le cas de Setaria glauca, une plante sensible à Fusarium oxysporum, qui est moins 
infectée lorsqu’elle est cultivée avec des espèces de Glomus (Newsham et al., 1995; Sikes, 
2010). Une autre étude a montré que la pénétration de nématodes, ainsi que leur 
développement dans les racines de tomates, est diminuée en présence de Glomus mosseae 
(Vos et al., 2012). Récemment une équipe s’est intéressée au rôle protecteur d’un échantillon 
de champignons mycorhiziens contre des pathogènes du sol provenant d’un même 
écosystème. Elle a montré qu’un assemblage naturel de champignons mycorhiziens fournit 
une protection contre ces pathogènes pour les deux espèces de plantes étudiées (Wehner et al., 
2011). De façon intéressante, au sein des gloméromycètes toutes les lignées ne sont pas 
équivalentes face aux différents stress rencontrés par les plantes. Ainsi, les plantes colonisées 
par les champignons appartenant à la famille des Glomérales vont être moins infectées par des 
pathogènes du sol (Fusarium oxysporum et Pythium sp). Les champignons appartenant à la 
famille des Gigasporales vont être plus efficaces pour l’acquisition du phosphate (Maherali 
and Klironomos, 2007). 
 
1. Origine et évolution  
 
La symbiose mycorhizienne à arbuscules est largement distribuée au sein du règne végétal : 
elle inclut quelques bryophytes, les ptéridophytes, les gymnospermes et 90% des espèces 
d’angiospermes (Harley and Harley, 1987; Newman and Reddell, 1987). L’apparition de 
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l’endosymbiote originel aurait eu lieu il y a environ 460 millions d’années durant le Dévonien 
inférieur, période qui coïncide avec l’apparition des premières plantes terrestres. Des hyphes 
et des spores fossilisés ressemblant fortement aux champignons mycorhiziens modernes ont 
été découverts dans la formation de Guttenberg dans le Wisconsin, datée de l’ordovicien (il y 
a environ 460 millions d’années) (Redecker et al., 2000). De plus, des fossiles d’Aglaophyton 
major, plante supérieure de la flore de Rhynie, contiennent des arbuscules 
morphologiquement identiques aux mycorhizes actuelles (Remy et al., 1994). La 
concomitance de l'apparition de cette symbiose avec la colonisation du milieu terrestre par les 
végétaux laisse penser que cette association aurait aidé les plantes à s'affranchir du milieu 
aquatique (Simon et al., 1993). Etant donné que les premières plantes terrestres ne possédaient 
pas de système racinaire élaboré, il est probable qu’elles ont eu recours à cette symbiose pour 
exploiter les nutriments présents dans le sol. En retour le champignon bénéficiait des produits 
de la photosynthèse. Ces premières associations ont pu contribuer à une meilleure stabilité des 
sols (Wilson et al., 2009) ainsi qu’à une meilleure résistance des plantes face au stress 
hydrique (Augé, 2001; CY et al., 2004; Juniper and Abbott, 1993; Miransari, 2009). En effet, 
la connexion entre les racines de la plante et le réseau mycélien agit comme une extension du 
système racinaire, le champignon assistant l’hôte dans l’acquisition des nutriments, 
principalement de l’eau et du phosphate. Ainsi, les hépatiques, l'embranchement des 
embryophytes terrestres qui a conservé le plus de caractères « ancestraux », sont dépourvus de 
racines, mais leur aptitude à être mycorhizés améliore leur capacité vitale (Humphreys et al., 
2010). Le fait que plus de 80% des plantes terrestres forment cette association que l’on 
retrouve dans tous les écosystèmes terrestres reflète son caractère extrêmement bénéfique 
pour la plante hôte (Brundrett, 2002). En effet, cette symbiose joue un rôle majeur dans la 
maintenance de la biodiversité végétale et dans le fonctionnement des écosystèmes. La 
présence de champignons mycorhiziens va ainsi déterminer la composition en espèces 
Les flèches rouges indiquent l’embranchement du champignon modèle Rhizophagus 
irregularis (anciennement Glomus intraradices), d’après Krüger al., 2012 
Glomeraceae 
Figure 2. Arbre phylogénétique du clade Glomeromycota établi à 
partir de la petite et de la grande sous unité de l’ADN ribosomique 
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végétales d’un milieu donné, une baisse de la diversité de ces champignons entrainant une 
diminution de la diversité végétale (van der Heijden et al., 1998) 
 
2. Taxonomie des champignons mycorhiziens 
 
Au cours des 40 dernières années, la taxonomie et la systématique des gloméromycètes a fait 
l’objet de recherches intensives et a subi des changements radicaux. C’est en 1845 que les 
premières espèces de Glomus, Glomus microcarpus et Glomus macrocarpus, ont été décrites 
par les frères Tulasne. Les classifications qui ont suivi étaient essentiellement basées sur les 
caractères morphologiques des spores, leur formation, la structure de leur paroi  et plaçaient 
les différentes espèces décrites dans le phylum Zygomycota (Gerdemann and Trappe, 1974). 
C’est finalement en 2001, grâce à une phylogénie basée sur une analyse des séquences codant 
la petite sous unité d’ARN ribosomique, que Schübler montre que les champignons AM 
appartiennent à un clade monophylétique : les Glomeromycota (Schübler et al., 2001). Il 
montre par ailleurs que ce clade n’est pas apparenté au Zygomycètes mais  possède 
probablement un ancêtre commun avec les Ascomycètes et les Basidiomycètes. En 2010, 
Schüler et Walker séparent le genre Glomus en trois nouveaux genres : Funneliformis, 
Sclerocystis, and Rhizophagus dans la famille des Glomeraceae (Kruger et al., 2012; Schüßler 
A, 2010) (Fig 2). Plus de 150 espèces sont décrites au sein du clade des Glomeromycota dont 
une partie est probablement redondante. Toutes les espèces de champignons AM 
appartiennent donc à un seul clade, celui des Glomeromycota, dans lequel on retrouve 
également Geosiphon pyriforme, un champignon peu connu qui forme une symbiose avec une 
cyanobactérie du genre Nostoc (Gehrig et al., 1996). Le phylum Glomeromycota est composé 
de 3 classes : les Glomeromycètes, les Archéosporomycètes et les Paragloméromycètes. Les 
Gloméromycètes ont récemment été réorganisés en 3 ordres : les Glomérales et les 
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Diversiporales, formant tous les deux, outre les arbuscules, des vésicules mycorhiziennes, qui 
sont des structures de réserve, et les Gigasporales, formant des mycorhizes à arbuscules sans 
vésicule dans les racines mais avec des cellules auxiliaires extra-radicales (Oehl et al., 2011). 
3. Les champignons mycorhiziens : des fossiles vivants
Alors que les estimations moléculaires basées sur les données fossiles font remonter l'origine 
des champignons mycorhiziens à plus de 460 millions d’années, leur morphologie semble 
inchangée. Leur biotrophie obligatoire est probablement une conséquence de ces millions 
d’années de coévolution. Ce statut résulte du fait qu’ils dépendent entièrement de la plante 
pour leur nutrition carbonée, cette symbiose leur étant donc indispensable pour accomplir leur 
cycle de vie et produire les spores de la prochaine génération. Quand ils ne sont pas en 
association avec les plantes, ces champignons persistent dans le sol dans un état latent sous 
forme de spores. De façon tout à fait singulière les spores des gloméromycètes ainsi que leurs 
hyphes ont un cytoplasme multinucléé. Certes aucun cycle sexué n’a été observé chez ces 
champignons, néanmoins des phénomènes d’anastomoses et des mouvements nucléaires entre 
les hyphes d’organismes appartenant à la même espèce ont été observés (Giovannetti et al., 
2001), ainsi que des échanges génétiques entre individus (Croll and Sanders, 2009; Croll et 
al., 2009). Du fait d’une absence de structures sexuées et du caractère clonal des populations 
de ces champignons en champs, ces organismes ont longtemps été considérés comme asexués. 
Cependant en 2011 une avancée majeure a été réalisée avec l'étude du transcriptome du 
champignon modèle Rhizophagus irregularis anciennement nommé Glomus intraradices 
(Tisserant et al., 2011). Cette étude a révélé la présence de gènes méiotiques spécifiques tels 
que HOP2 (HOmologous-Pairing protein 2), MND1 (Meiotic Nuclear Division protein 1) qui, 
chez les autres eucaryotes, ne sont connus que pour leur rôle dans la méiose (Mbengue et al., 
Cytoplasme 
fongique 
Paroi fongique 
Paroi de la cellule 
épidermique 
Cytoplasme 
de la cellule 
épidermique 
Figure 3. Les différents stades de développement de la symbiose 
mycorhizienne à arbuscules.  
Hyphe 
1 2 
3 4 
5 6 
Hyphes de R. irregularis parcourant la surface d’une racine de Medicago 
truncatula 
Hyphopodium de R. irregularis formé à la surface d’une racine de M. truncatula 
PrePenatration Apparatus (PPA) formé suite au contact avec le champignon juste sous 
l’hyphopodium. Il s’agit d’un large pont cytoplasmique traversant la vacuole. Les 
flèches représentent des protrusions du champignon dans la paroi de la cellule 
végétale, d’après Bonfante 2010. 
1 
2 
3 
4 Hyphes qui pénètrent les différentes couches cellulaires 
5 Racine colonisée 
6 Arbuscule dans une cellule corticale 
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2010). Plusieurs autres gènes méiotiques ont été identifiés chez quatre autres espèces de 
champignons mycorhiziens, ce qui suggère fortement que ces champignons ont conservé des 
fonctions ancestrales (Halary et al., 2011). 
Il semblerait donc que les gloméromycètes possèdent les outils nécessaires pour réaliser la 
méiose, ce qui remettrait en question leur statut d’éternel asexué… 
 
4. Mise en place de la symbiose mycorhizienne à arbuscules 
 
L’étroite co-évolution entre les plantes et les gloméromycètes au cours de millions d’années a 
permis l’élaboration de processus très sophistiqués concernant la reconnaissance, la 
pénétration et la colonisation des racines par le champignon.  
 
 Premier contact : développement de l’hyphodium 
 
Une fois que le champignon a perçu la présence d’un hôte potentiel, il se ramifie, ce qui 
augmente ses chances d’entrer en contact avec une racine et de pouvoir l’infecter. Le 
champignon va alors parcourir la surface de la racine sur plusieurs centimètres en formant des 
hyphes longs et droits (Fig 3.1). Puis, les hyphes gonflent et s’étalent sur la paroi de quelques 
cellules épidermiques, se ramifient et développent un hyphopodium (Fig 3.2). 
L’hyphopodium adhère donc à l’épiderme de la racine et va constituer le point d’entrée du 
champignon vers les tissus plus internes. Suite à la formation de cette structure une pause 
dans la croissance du champignon de 4 à 6 heures a été observée, au cours de laquelle la 
plante se prépare pour la colonisation (Genre et al., 2005).  
Champignon 
Plante 
Cytoplasme 
Paroi fongique 
Paroi végétale Cytoplasme 
PAS 
PAM 
Membrane plasmique 
fongique 
Schéma représentant un arbuscule, la structure symbiotique où se font les échanges de 
nutriments. Chacune des branches est entourée par la membrane péri arbusculaire 
(PAM). L’interface entre la membrane plasmique du champignon et la PAM constitue 
l’espace péri arbusculaire (PAS), d’après Parniske 2008. 
Figure 4. L’arbuscule.  
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 Pénétration du champignon : visite guidée par l’hôte
La plante se prépare à accueillir le champignon en générant une nouvelle structure 
subcellulaire : le PrePenetration Apparatus (PPA) (Genre et al., 2005) (Fig 3.3). Cette 
structure, va déterminer le passage de l’hyphe au travers de la cellule. La formation du PPA 
est précédée par la migration du noyau de la cellule vers le futur point d’entrée de l’hyphe. Le 
noyau va ensuite se déplacer à travers la cellule, guidant ainsi le développement du PPA. Il 
s’agit d’un large pont cytoplasmique constitué d’un cytosquelette de microtubules et 
microfilaments avec un reticulum cisterneae dense. Une fois cette structure tubulaire achevée, 
l’hyphe pourra pénétrer la cellule et y progresser en étant guidé par le déplacement du noyau 
(Genre et al., 2005). 
 L’arbuscule
Le PPA va ainsi conduire l’hyphe à travers les différentes couches cellulaires de la racine 
jusqu’au cortex interne (Fig 3.4). L’hyphe va alors quitter la cellule et entrer dans l’apoplaste 
où il se ramifie et s’étend le long de la racine, infectant successivement les cellules corticales 
(Fig 3.5). Une fois entré dans la cellule corticale, l’hyphe se ramifie intensément en branches 
de plus en plus fines afin d’occuper tout l’espace intracellulaire, formant une nouvelle 
structure appelée arbuscule (Fig 3.6). Le développement des arbuscules est accompagné par 
un réarrangement des cellules corticales incluant le repositionnement des organites et du 
cytosquelette, l’augmentation de la taille du noyau et des modifications de la membrane 
cytoplasmique. Chacune des branches est entourée par une invagination de la membrane 
plasmique, la membrane péri arbusculaire, qui évite le contact direct de l’arbuscule avec le 
cytoplasme de la cellule hôte (Fig 4). L’interface entre la membrane plasmique du 
champignon et la membrane péri arbusculaire constitue l’espace péri arbusculaire dont la 
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composition est similaire à celle de la paroi de l’hôte (Balestrini et al., 1996) (Fig 4). Les 
arbuscules sont donc le résultat d’un développement subcellulaire coordonné entre la cellule 
de l’hôte et le champignon. Cet espace péri arbusculaire serait le lieu des échanges 
nutritionnels entre les deux partenaires. Les arbuscules sont des structures éphémères dont la 
durée de vie est estimée à 8,5 jours (Tom et al., 1989), ils se forment et dégénèrent 
continuellement au cours de l’interaction. Les hyphes finissent donc par disparaitre 
complètement de la cellule qui va dès lors reprendre une organisation avec une large vacuole 
centrale et va pouvoir de nouveau être infectée.  
Les mécanismes contrôlant le développement des arbuscules restent encore inconnus, 
cependant certains gènes nécessaires à leur formation ont été identifiés. Les cellules contenant 
des arbuscules voient leur profil transcriptionnel modifié. Ainsi chez la légumineuse modèle 
Medicago truncatula, plus de 280 gènes y sont spécifiquement induits, dont la plupart codent 
des protéines impliquées dans des mécanismes de transport et dans le métabolisme des lipides 
(Gaude et al., 2012). De façon plus surprenante, dans une racine mycorhizée, les cellules ne 
contenant pas d’arbuscules sont celles où l’on observe le plus de changements 
transcriptionnels, ceci pouvant être associé au fait que ces cellules se préparent à accueillir un 
arbuscule (Gaude et al., 2012).  
 
5. Les échanges de nutriments 
 
Le manteau mycélien agit comme une extension du système racinaire, ce qui permet une 
meilleure exploitation des ressources du sol par la plante. Ainsi le champignon va puiser dans 
le sol des composés minéraux qu’il va restituer à la plante. Outre l’apport en eau, calcium, 
potassium et azote, c’est surtout l’assimilation du phosphate qui va être améliorée. En retour 
la plante va délivrer une partie des composés carbonés issus de la photosynthèse au partenaire 
Sol 
Champignon 
Phosphate 
Transporteur de 
phosphate de type 
PHO84 
Polyphosphate 
Hydrolyse 
1 
2 
PlantePAM 
PAS 
? 
1 
2 
Transporteur de 
phosphate de type 
Pht1 
Figure 5. L’assimilation du phosphate au cours de la symbiose mycorhizienne. 
1 
A 
B 
A, schéma d’une racine mycorhizée et des processus de transport du phosphate.  Le 
phosphate présent dans le sol est assimilé par les hyphes extra racinaires via des transporteurs 
de type PHO84. Le phosphate est ensuite transporté sous forme de polyphosphate jusqu’au 
niveau des arbuscules. Il est hydrolysé et transporté dans l’espace péri arbusculaire (PAS) par 
un mécanisme encore inconnu.    Le phosphate présent dans le PAS est transporté dans le 
cytoplasme de la plante via un transporteur de type Pht1 situé sur la membrane péri 
arbusculaire (PAM). 
B, images en microscopie confocale de cellules corticales de Medicago truncatula contenant 
des arbuscules. Ces images illustrent la localisation au niveau de la PAM du transporteur 
de phosphate de type Pht1 MtPt4. 
D’après Pumplin et al. 2009 
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mycorhizien. Ces échanges nutritionnels vont être réalisés au niveau de l’espace péri 
arbusculaire et vont nécessiter la présence de transporteurs. Savoir comment les deux 
partenaires régulent ces transferts de nutriments reste encore à découvrir. 
 
 Acquisition du phosphate 
 
Malgré son abondance dans l’environnement, le phosphate n’est ni facilement accessible ni 
même présent dans tous les sols. La plupart du temps le phosphate présent dans le sol est sous 
forme organique (débris végétaux) et donc inexploitable par les plantes. La carence en 
phosphate va stimuler la symbiose mycorhizienne alors que sa disponibilité va l’inhiber. Le 
champignon va donc assister la plante dans l’acquisition du phosphate organique. Cette 
assimilation débute grâce à la présence d’un transporteur de phosphate à haute affinité, de 
type PHO84, dans les hyphes extra racinaires (Benedetto et al., 2005; Harrison and van 
Buuren, 1995) (Fig 5A). Le phosphate organique est donc prélevé du sol par le champignon 
qui ensuite le convertit en polyphosphate et le transporte via la vacuole vers le mycélium intra 
racinaire (Ezawa et al., 2004; Solaiman et al., 1999). Le polyphosphate est ensuite hydrolysé 
et exporté sous forme de phosphate inorganique dans l’espace péri arbusculaire où il pourra 
être assimilé par la plante (Javot et al., 2007a; Javot et al., 2007b). Des transporteurs de 
phosphate appartenant à la famille des Pht1 présents dans la membrane péri arbusculaire vont 
participer à cette assimilation (Fig 5A). Le premier transporteur impliqué spécifiquement 
durant cette symbiose à été mis en évidence chez Medicago truncatula (MtPT4) et Oryza 
sativa (OsPT11) (Harrison et al., 2002; Paszkowski et al., 2002). MtPT4 est exclusivement 
exprimé dans les cellules contenant des arbuscules et la protéine est localisée dans la 
membrane péri arbusculaire (Pumplin et al., 2012) (Fig 5B). Chez le mutant mtpt4, les 
arbuscules se développent correctement, mais dégénèrent prématurément (Javot et al., 2007a). 
Figure 6. Le transport du carbone au cours de la symbiose mycorhizienne.  
PAM 
Champignon Plante PAS 
Sucrose 
Hexose 
1 
2 
     Le carbone issu de la plante est libéré sous forme de saccharose dans l’espace péri 
arbusculaire par un mécanisme encore inconnu.    Le saccharose est ensuite clivé en hexose et 
transporté vers le champignon par des transporteurs d’hexose comme par exemple MST2.  
 
1
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Ceci suggère que la plante, ne recevant pas de phosphate de la part des cellules infectées, met 
fin au processus symbiotique. L’assimilation du phosphate est donc un élément clef pour le 
bon fonctionnement de cette symbiose. Ainsi une augmentation du flux de carbone de la 
plante vers le champignon stimule l’import et le transfert de phosphate par celui-ci (Kiers et 
al., 2011). De même, les niveaux des transcrits d’un transporteur de monosaccharide de 
Glomus sp et de MtPT4 sont corrélés (Helber et al., 2011). 
 Le transfert de carbone
Le transfert de carbone depuis la plante vers le champignon a été mis en évidence pour la 
première fois par (Ho et Trappe, 1973), qui ont montré que du 14C s’accumule dans des spores 
de champignons cultivés avec des plantes exposées au 
14
CO2. Le premier transporteur
de sucres identifié chez un Gloméromycète a été mis en évidence chez Geosiphon pyriformis, 
champignon entrant en symbiose avec la bactérie fixatrice d’azote Nostoc punctiforme 
(Schüssler et al., 2006). Il s’agit d’un co-transporteur hexose/H+ présentant une très haute 
affinité pour le glucose, mais aussi capable de transporter du mannose et du galactose. 
Récemment, il a été montré que Glomus sp  exprime un transporteur de sucre à haute affinité 
(MST2) capable de transporter entre autres du glucose (Helber et al., 2011) (Fig 6). 
Bien que le champignon soit entièrement dépendant de son hôte pour accomplir son cycle de 
vie, il garde un certain avantage au cours de la symbiose puisqu’il ajuste le transfert de 
nutriments, azote et phosphate, par rapport à la quantité de carbone allouée par la plante 
(Fellbaum et al., 2012; Kiers et al., 2011). 
     Le NH3/NH4+ est libéré dans l’arbuscule à partir de l’arginine transportée depuis les 
hyphes extra racinaires. Le NH3/NH4+ est transloqué par un mécanisme inconnu (transporteurs, 
diffusion, vésicules) dans l’espace péri arbusculaire.     L’acidité présente dans cette interface 
convertit le NH3 en NH4+.    Les ions NH4+ sont déprotonés par LjAMT2;2 avant leur 
transport à travers la membrane plasmique et sont donc libérés dans le cytoplasme de la plante 
sous la forme NH3.     Le NH3/NH4+ assimilé par la plante est soit transporté vers les cellules 
adjacentes, soit directement incorporé aux acides aminés (AA). 
D’ après Guther et al. 2009.
Figure 7. L’assimilation de l’azote au cours de la symbiose mycorhizienne. 
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 L’azote
L’apport en carbone par la plante est indispensable pour que le transfert d’azote à travers 
l’interface mycorhizienne puisse avoir lieu. Grâce à cet apport le champignon va pouvoir 
étendre son réseau mycélien extra racinaire et avoir l’énergie nécessaire pour activer les 
processus d’acquisition des nutriments. Ceci va aussi lui permettre de mettre en place la 
machinerie cellulaire requise pour convertir en acides aminés l’azote inorganique prélevé dans 
le sol. Il y a déjà plusieurs années, Johansen et al (Anders et al., 1996) ont montré que 
Rhizophagus irregularis est capable d’utiliser l’ion ammonium (NH4
+
) pour synthétiser, au
niveau de son mycélium extra racinaire, des acides aminés libres dont les principaux sont le 
glutamate, la glutamine, l’asparagine, l’aspartate et l’alanine. Les gloméromycètes sont donc 
capables de prélever et d’assimiler du NH4
+
 exogène. Chez R. irregularis des transporteurs de
NH4
+
 ont été identifiés : GintAMTi, un transporteur de NH4
+
 à haute affinité, joue un rôle
dans l’absorption de NH4
+
 quand celui-ci est en présent à faible concentration (López-Pedrosa
et al., 2006), et GintAMT2 est impliqué dans le stockage de NH4
+
 (Pérez-Tienda et al., 2011).
Une fois absorbé par le champignon, l’ammonium est incorporé aux acides aminés via le 
cycle GS/GOGAT (Govindarajulu et al., 2005). L’acquisition d’azote organique et 
inorganique du sol par le mycélium extra racinaire ainsi que son transport vers le mycélium 
intra racinaire sont déclenchés par l’apport en carbone provenant de la plante (Fellbaum et al., 
2012). Cette augmentation du flux d’azote est orchestrée par des changements dans 
l’expression des gènes du champignon. Dans le mycélium extra racinaire, le niveau de 
transcrits des gènes impliqués dans l’assimilation de l’azote et la biosynthèse de l’arginine 
augmente, alors que ceux pour un transporteur de nitrate et une uréase voient leur niveau 
diminuer (Tisserant et al., 2012). Les champignons prélèvent préférentiellement le NH4+, 
plus énergisant, par rapport au NO3-. Après son assimilation via le cycle GS/GOGAT, 
l’ammonium est incorporé sous forme d’arginine par le cycle de l’urée (Jin et al., 2005). 
Figure 8. Exemples de plantes actinorhiziennes 
A, l’arbre Casuarina glauca, photo : http://www.jle.com/e-docs/00/04/51/5D/vers_alt/VersionPDF.pdf 
B, Myrica gale, photo: http://www.florelaurentienne.com 
C, Hippophae rhamnoides, photo : Philippe Normand 
D, Alnus glutinosa, photo : Carl Farmer http://www.plant-identification.co.uk 
Figure 9. La bactérie filamenteuse Frankia alni 
 La tête de flèche indique un sporange et la flèche une vésicule : le lieu de la fixation de l’azote 
Photo : Philippe Normand 
A B 
C D 
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L’arginine joue donc un rôle clef dans l’assimilation et la translocation de l’azote, et serait 
une molécule de transport plutôt qu’un composé de stockage. Après sa biosynthèse, l’arginine 
sera transportée depuis le mycélium extra racinaire du champignon vers le mycélium intra 
racinaire via la vacuole (Guether et al., 2009). L’arginine va ensuite être dégradée et 
transloquée via le cycle de l’urée, et le NH3/NH4+ ainsi formé va être libéré dans les 
arbuscules et transféré à l’hôte via des transporteurs d’ammonium (Jin, 2009). Guether et al 
on montré que, chez le lotier, à partir de NH4+ présent dans l’espace péri arbusculaire, le 
transporteur LjAMt2;2 va libérer de l’ammoniac (NH3) dans le cytoplasme de la cellule 
végétale (Guether et al., 2009) (Fig 7). 
2. Les symbioses fixatrices d'azote
Quoique beaucoup moins largement répandues que la symbiose mycorhizienne à arbuscules, 
les symbioses fixatrices d'azote jouent néanmoins un rôle écologique et agronomique très 
important. L’azote est en effet un élément fondamental du vivant, présent dans les acides 
aminés, les acides nucléiques, la chlorophylle, les hormones, les métabolites… C’est un 
élément très abondant sous sa forme gazeuse N2, puisqu'il compose 78% de l’atmosphère 
terrestre. Cependant, cet azote moléculaire n'est pas utilisable par la plupart des organismes 
qui ne peuvent assimiler que l'azote combiné, sous forme d'ammonium (NH4+) ou de nitrate 
(NO3-). Le passage de l'azote moléculaire vers une forme combinée est ce qu’on appelle la 
fixation de l’azote. Elle peut être réalisée via des procédés industriels, des processus naturels 
tels que les éclairs ou les éruptions volcaniques, mais aussi par la voie biologique, cette 
réaction étant catalysée par une enzyme appelée nitrogénase. La capacité de fixer l’azote (la 
diazotrophie) n’existe que chez les procaryotes. De nombreux diazotrophes tels que les 
bactéries du genre Azotobacter ou Klebsiella fixent l’azote atmosphérique à l'état libre, alors 
Figure 10. Développement du nodule actinorizien 
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     L’échange de signaux symbiotique entre la plante hôte et Frankia conduit à l’infection par 
les poils absorbants.   Frankia pénètre par un poil absorbant déformé et déclenche des 
divisions des cellules coricales.    Les cellules en divisions sont infectées par les hyphes de 
Frankia formant ainsi le pré nodule. En parallèle, face au pôle de xylème, les cellules du 
péricycle commencent à se diviser pour former le primordium nodulaire.   Les hyphes de 
Frankia venant du pré nodule infectent alors le cortex du primordium nodulaire.   Nodule 
mature. D’après Péret 2007. 
1 
2 
3 
4
5
A, Schéma d’une coupe de racine représentant les différentes étapes de la mise de la 
symbiose actinorhizienne. 
B, Nodule de Casuarina glauca multilobé 10 jours après inoculation. 
C, Coupe d’un nodule de C. glauca, NA : apex du nodule, VT : tissu vasculaire. 
D, Grossissement de la zone encadrée en C, IC : cellule infectée. 
B, C et D d’après Gherbi et al. 2008 
A 
NA 
VT 
IC 
que d'autres vont réaliser cette fixation en association avec des plantes. Ainsi les plantes 
actinorhiziennes établissent une symbiose fixatrice d'azote avec les bactéries du genre 
Frankia et les plantes de la famille des légumineuses avec des bactéries du sol regroupées 
sous le terme de rhizobia.  
1. La symbiose actinorhizienne
Les plantes actinorhiziennes sont des plantes pérennes capables d’établir une symbiose avec 
les bactéries du sol appartenant au genre Frankia (Benson and Silvester, 1993). Ces plantes 
actinorhiziennes, représentées par 200 espèces, appartiennent à 8 familles d’angiospermes au 
sein desquelles des genres étroitement apparentés peuvent (Alnus) ou non (Betula) noduler 
(Fig 8).  
Ces bactéries filamenteuses Gram positives, caractérisées par leurs hyphes ramifiés et 
segmentés, vont induire chez leur plante hôte la formation de nodules racinaires multilobés 
dans lesquels les cellules corticales sont épaissies et colonisées par Frankia (Fig 9 et 10). Les 
bactéries vont pénétrer les racines de manière intracellulaire via les poils absorbants ou de 
façon intercellulaire en fonction de leur hôte. Une fois entrés, leurs hyphes sont enveloppés 
par une matrice cellulaire pariétale d’origine végétale et se ramifient dans les cellules 
corticales. Au sein du nodule et chez certaines espèces de plantes, vont se développer des 
diazovésicules où la fixation de l’azote aura lieu (Obertello et al., 2003) (Fig10). Chez 
Casuarina ces diazovésicules ne sont pas observées. Bien qu’il s’agisse d’une bactérie 
difficile à cultiver, de nombreux progrès ont été réalisés dans la compréhension des 
mécanismes gouvernant cette symbiose, notamment grâce au séquençage du génome de trois 
espèces de Frankia et l’étude du transcriptome de Frankia alni (Alloisio et al., 2010; 
Normand et al., 2007). 
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110 Ma 
Figure 11. Arbre phylogénétique représentant l’apparition des Rosidées 
au sein des Angiospermes 
L’apparition des angiospermes aurait eu lieu pendant le Jurassique il y a environ 170 à 200 
millions d’années (Ma) et est représentée par une étoile jaune. Le clade des Rosidées serait 
apparu au Crétacé il y a environ 110 millions d’années (étoile rouge). Les membres de ce 
clade sont surlignés en rouge. 
Jurassic : Jurassique ; Cretaceous : Crétacé ; Pa. : Paléocène ; Eo. : Eocène ; Ol. : Oligicène ; 
Mi. : Miocène ; Pl. : Pléiocène. Les barres d’erreurs de chaque nœud sont représentées en 
bleu. . 
D’après Bell et al., 2010.  
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2. La symbiose rhizobienne 
 
 Apparition des légumineuses : rappel phylogénétique 
 
Les angiospermes représentent un clade majeur des plantes à graines et constituent le plus 
grand groupe d’embryophytes, puisqu’il comporte plus de 260 000 espèces réparties dans 453 
familles. Ils sont présents dans presque tous les habitats de la planète et présentent une 
diversité extraordinaire en termes de morphologie, de chimie, de taille de génome ainsi qu'une 
organisation inégalée dans le règne végétal. Leur apparition remonterait à l’ère du 
mésozoïque, il y a environ 170 à 200 millions d’années (Bell et al., 2010) (Fig 11). Parmi tous 
les clades qui composent ce groupe, on retiendra celui des Rosidées qui est apparu il y a 
environ 110 millions d’années et s’est rapidement diversifié en plusieurs lignées majeures 
(Fig 11). Ce clade compte environ 70 000 espèces qui offrent une grande hétérogénéité 
d’habitats et de formes puisqu’elles regroupent des plantes ligneuses et herbacées, terrestres et 
aquatiques, succulentes ou parasites (Magallón et al., 1999). Il est également marqué par 
l’apparition de nouveaux mécanismes de défense tels que la production de glucosinolates 
(Brassicacées), ainsi que la capacité d’établir une symbiose nodulaire avec des bactéries 
fixatrice d’azote. Il y a 80 millions d’années, dans le clade des Rosidées et dans l’ordre des 
Fabales, apparaît la famille des légumineuses (Fig 12). Elle compte plus de 19 000 espèces et 
se divise en trois sous-familles : les Papilionoideae, les Mimosoideae et les polyphylétiques 
Caesalpinioideae (Lewis et al., 2005).  
 
 Apparition de la nodulation  
 
Les légumineuses, comme les plantes actinorhiziennes, appartiennent au clade des Rosidées. 
Une analyse phylogénétique a permis de regrouper les 10 familles comprenant des plantes 
Figure 12. Arbre phylogénique des légumineuses 
Le « N » indique l’origine unique de la nodulation pour la famille des Légumineuses. Les 
clades nodulants sont notés en gras. La nodulation est apparue dans deux grands clades i) la 
sous-famille monophylétique des Papilionoideae et ii) le clade des Mimosoideae-
Caesalpineae-Cassieae (MCC) comprenant la sous-famille monophylétique des 
Mimosoideae. La nodulation n’est pas universelle dans ces clades, le « Non-nod. papil. » 
désigne un clade non nodulant des Papilionoideae et le genre Pentaclethra comprend des 
espèces qui nodulent et ne nodulent pas. La majeure partie des espèces qui nodulent ont des 
nodules indéterminés. Les espèces ayant des nodules déterminés se trouvent chez les 
Papilionoideae et sont indiquées par une étoiles. Le « P » indique l’évènement de 
polyploïdie apparu chez les Papilionoideae, le flèche noire correspond à l’âge minimum pour 
cet évènement et la flèche grise au maximum. La légumineuse modèle Medicago truncatula 
se trouve dans le clade IRLC (Inverted Repeat-Lacking Clade) aussi appelé Galégoïde. 
D’après Doyle 2011. 
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ayant acquis la capacité à noduler, dans un clade monophylétique, le clade fixateur d’azote 
(NFC), mettant ainsi en évidence l'origine unique de cette prédisposition symbiotique (Soltis 
et al., 1995; Soltis et al., 1999) (Fig 13). Seules des plantes appartenant à la famille des 
légumineuses sont capables de former une symbiose fixatrice d'azote avec les bactéries du sol 
appelées rhizobia, avec l’exception de Parasponia, une Ulmacée. Au sein des légumineuses, 
la nodulation est rare chez les Caesalpinioideae (22%) et très commune chez les 
Papilionoideae (96%) et les Mimosoideae (96%) (Sprent, 2009) (Fig 13). Au cours de 
l’évolution une partie des séquences inversées répétées du génome chloroplastique a été 
perdue (25 kilobases) chez certaines légumineuses, lesquelles vont constituer un clade 
monophylétique : le inverted repeat-lacking clade (IRLC) (Wojciechowski et al., 2000). Ce 
clade inclut la majeure partie des légumineuses d’intérêt agronomique telles que la luzerne, 
les lentilles, les pois chiches, les vesces et la légumineuse modèle Medicago truncatula. 
 
 Intérêt agronomique 
 
Du fait de cette capacité à établir une symbiose fixatrice d'azote, les légumineuses font partie 
des plantes pionnières qui permettent la fertilisation des sols, et constituent une source de 
protéines végétales importante pour l’alimentation animale et humaine (Fig 14). L’étude de 
l’interaction rhizobium-légumineuses présente donc un grand intérêt à la fois sur le plan 
écologique, agricole, évolutif, physiologique et développemental. L'étude de cette symbiose a 
d'abord été poursuivie en parallèle sur différentes espèces de Papilionoideae telles que Pisum 
sativum (le pois), Vicia sativa (la vesce), Medicago sativa (la luzerne), Medicago truncatula 
(la luzerne tronquée), Glycine max (le soja), Phaseolus vulgaris (le haricot), Sesbania rostrata 
et Lotus japonicus (le lotier corniculé). Cependant la nécessité de choisir des espèces modèles 
sur lesquelles concentrer les efforts en matière de génomique a amené à privilégier deux 
Figure 13. Représentation du clade fixateur d’azote (NFC) 
Les clades nodulants sont surlignés, avec en vert Parasponia, en jaune les plantes 
actinoriziennes et en bleu les Légumineuses. L’origine pour la prédisposition à 
la nodulation est indiquée par l’étoile rouge. Les lettres de A à E associées à des 
cercles désignent les origines des différentes lignées nodulantes, avec une 
origine supplémentaire pour Parasponia (cercle vert). 
D’après Doyle 2011. 
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associations symbiotiques : M. truncatula-Sinorhizobium meliloti, comme plante modèle 
formant des nodules de type indéterminé et L. japonicus-Mesorhizobium loti, comme plante 
modèle formant des nodules de type déterminé. 
 
 Medicago truncatula une plante modèle 
 
Medicago truncatula est une luzerne annuelle appartenant à la sous famille des 
Papilionoideae et dont le cycle de vie est relativement court (Fig 15). Il s’agit d’une plante 
autogame et diploïde, au génome relativement petit (environ 500Mb), et pour laquelle de 
nombreuses ressources génétiques sont disponibles. Elle est facilement transformable et 
s’apparente étroitement aux légumineuses cultivées des régions tempérées. Il s’agit d’une 
espèce capable d’interagir à la fois avec des bactéries fixatrices d’azote et avec les 
champignons mycorhiziens à arbuscules, ce qui en fait un bon modèle d’étude pour l'étude 
comparative de ces deux symbioses. 
 
 Les rhizobia : un taxon aux origines diverses 
 
Les rhizobia appartiennent à 12 genres et représentent plus de 70 espèces d’ et 
protéobactéries qui sont appelées  et -rhizobia (Sawada et al., 2003). Tous les -rhizobia 
appartiennent à l’ordre des Rhizobiales alors que les -rhizobia sont classés dans l’ordre des 
Burkholderiales. Au sein de ces ordres il existe des espèces bactériennes qui ne peuvent pas 
noduler et d’autres qui  en sont capables (Fig 16). Cette diversité taxonomique suggère que la 
capacité à noduler les légumineuses ait été acquise à la suite de transferts horizontaux. Ces 
bactéries Gram négatives aérobies sont, pour la majeure partie, mobiles grâce à la présence 
Figure 14. Intérêt écologique et agronomique des Légumineuses 
A B 
C 
D E 
A, photo de lupin réticulé tirée du centre de ressources Loire nature. 
B, photos de plants de soja  cultivés pour la consommation humaine, photo : Plants de 
Soja, http://fr.wikipedia.org/wiki/Fabaceae 
C, graines de différentes légumineuses utilisées dans l’alimentation humaine, photo : 
nospetitsmangeurs.org 
D et E, photos de trèfle blanc cultivé comme plante fourragère pour nourrir le bétail, 
photo : prairies-gnis.org (D) et wikipedia.com (E). 
 
.  
 Les légumineuses sont une source de protéines végétales pour l’alimentation animale 
et humaine.  
Le lupin et d’autres légumineuses sont des espèces pionnières qui peuvent pousser 
dans des sols pauvres et permettre leur enrichissement. Par la suite, ces sols pourront 
être colonisés par d’autres espèces de plantes. 
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d’un ou plusieurs flagelles. Les rhizobia peuvent vivre dans le sol mais la fixation de l’azote a 
uniquement lieu lors de la symbiose, à l’exception de Bradyrhizobium et Azorhizobium. 
Chaque rhizobium possède son propre spectre d’hôte et il n’existe pas de corrélation entre 
l’espèce de légumineuse et le taxon de rhizobia avec lequel elle interagit, bien que les 
Azorhizobium vont s’associer spécifiquement avec Sesbania sp et les Burkholderia avec 
Mimosa sp (Masson-Boivin et al., 2009). 
 
3. La mise en place de la symbiose rhizobium légumineuses 
 
Au cours de l’interaction symbiotique, les bactéries vont pénétrer la racine de la plante hôte et 
être internalisées dans un compartiment intracellulaire à l’intérieur d’un organe spécialisé 
nouvellement formé : la nodosité. La formation de ces nodosités, qui permettent des échanges 
métaboliques étroits et un transfert très efficace de l’azote fixé vers la plante, est le résultat 
d’une interaction très coordonnée entre les deux partenaires. 
 
1. Organogénèse du nodule et infection bactérienne  
 
Les échanges de signaux symbiotiques entre les rhizobia et leurs hôtes conduisent à deux 
processus distincts : l'organogénèse contrôlant la formation du nodule, et l’infection 
permettant l’entrée des bactéries dans les tissus racinaires de la plante.  
 
 L’organogénèse du nodule 
 
Alors que l’infection débute dans l’épiderme, des cellules différenciées dans le cortex 
racinaire sont reprogrammées et commencent à se diviser pour donner le primordium 
Figure 15. La légumineuse modèle Medicago truncatula 
Cycle de production de graines chez M. truncatula. Le cycle est de 2 a 3 mois et produit 
jusqu'à 5 000 graines par plante. 
A B 
C 
D 
E 
Photos : www1.montpellier.inra.fr (A), ru.wikipedia.org (B et E), medicago.org (C),  
isv.cnrs-gif.fr (D) 
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nodulaire à partir duquel le nodule va se développer. La morphologie et le développement des 
nodules des légumineuses varient en fonction de la plante sur laquelle ils sont formés et 
peuvent être de deux types : les nodules de type indéterminé possèdent un méristème 
persistant, alors que celui-ci fonctionne de façon transitoire dans le cas des nodules de type 
déterminé (Fig 17). Les nodules déterminés ont pour origine des divisions cellulaires au 
niveau du cortex central, suivies par une phase d'expansion cellulaire leur conférant une forme 
sphérique. Les légumineuses tropicales appartenant au non IRLC, y compris le soja et la 
légumineuse modèle Lotus japonicus font des nodules de type déterminé. A l’inverse, les 
nodules indéterminés ont pour origine le cortex interne et présentent une forme allongée du 
fait du fonctionnement persistent de leur méristème. Les légumineuses tempérées appartenant 
au IRLC, y compris le pois et la luzerne forment des nodules de type indéterminé. On 
s’intéressera aux nodules indéterminés puisque c’est ce type de nodule qui est formé par 
Medicago truncatula.  
Après inoculation, les rhizobia vont induire une série de réponses au niveau de la racine. Le 
péricycle est le premier tissu dans lequel est observé un réarrangement du cytosquelette 
(Timmers et al., 1999). Les cellules du cortex interne sont alors activées à leur tour et 
commencent à se diviser pour donner naissance à un primordium nodulaire. Les premières 
divisions cellulaires ont lieu sous le site d’infection et généralement à l’opposé des pôles de 
protoxylème, elles vont s’étendre progressivement au cortex externe. 60 à 72h après 
inoculation, les cellules du cortex central du primordium se dédifférencient pour donner 
naissance au méristème nodulaire (Timmers et al., 1999). Ensuite, la couche cellulaire la plus 
externe du primordium se divise de façon anticlinale une ou deux fois pour former une couche 
cellulaire protectrice sur la partie distale du méristème. Après la formation du méristème 
l’activation cellulaire est progressivement perdue à mesure que le nodule émerge de la racine 
(Timmers et al., 1999) (Fig 18). 
Figure 16. Distribution des rhizobia au sein des protéobactéries 
Arbre phylogénétique basé sur la séquence 16S de l’ADN ribosomique d’α, β, γ 
protéobactéries. Les genres contenants des rhizobia sont notés en gras. Les souches ou 
espèces de rhizobia dont le génome est séquencé sont indiquées entre parenthèses.  
D’après Boivin 2009. 
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Parallèlement au développement du nodule se déroule le processus d’infection qui permet aux 
rhizobia de pénétrer dans la racine, puis dans le nodule. 
 L’infection
L’infection bactérienne est un processus au cours duquel les rhizobia pénètrent les tissus 
internes de la plante pour finalement atteindre le nodule en développement. Dans les 
symbioses rhizobiennes considérées comme les plus primitives, les rhizobia entrent par des 
blessures au niveau de la couche épidermique, notamment au niveau de l’émergence des 
racines latérales (Fig 19ABC). Chez les légumineuses plus évoluées, comme Medicago, 
l’entrée se fait via les poils absorbants (Fig 19DEF). 
Des déformations des poils absorbants sont observées après quelques heures en présence des 
bactéries, mais la courbure caractéristique de ces poils, en forme de crosse de berger, requiert 
l’attachement des bactéries. Au centre de la courbure une micro colonie bactérienne va se 
développer, qui sera le point de départ de la colonisation intracellulaire. A ce stade, la cellule 
épidermique végétale se prépare à accueillir les bactéries : la croissance du poil absorbant 
cesse et la membrane plasmique commence à s’invaginer pour donner naissance à une 
structure tubulaire spécialisée nommée cordon d’infection, par l'intermédiaire de laquelle les 
bactéries vont pénétrer la cellule. 
Des polysaccharides de surface sont requis pour l’élaboration du cordon d’infection tels que 
les exopolysaccharides, les lipo-polysaccharides, antigènes K et des β
(Gibson et al., 2008). Par exemple, le succinoglycane, un exopolysaccharide présent chez 
Sinorhizobium meliloti, joue un rôle essentiel pour l’établissement de la symbiose. Les 
mutants altérés pour la production de cet exopolysaccharide forment des cordons d'infection 
Figure 17. Structure d’un nodule indéterminé (A) et déterminé (B) 
A, le schéma montre les 4 zones du nodule indéterminé. Le méristème (I), le zone 
d’infection (II) avec la zone d’invasion (A) et la zone de pré fixation (B). La zone 
intermédiaire(II-III) entre la zone d’infection et de fixation. La zone de fixation de 
l’azote (III) et la zone de sénescence (IV). 
B, Schéma d’un nodule déterminé dont la structure est plus homogène et où le 
méristème apical est absent. 
Le cortex du nodule (NC), l’endoderme (NE), la zone de fixation de l’azote (NF), le 
parenchyme nodulaire (NP), la zone de sénescence (S).  
Schéma d’après : http://en.wikipedia.org/wiki/Root_nodule 
  
A B 
27 
 
peu nombreux, qui avortent précocement, et induisent la formation de petits nodules non 
fixateurs car vides de bactéries. Les lipo-polysaccharides semblent être requis plus 
tardivement au cours de l’interaction, des mutants de Rhizobium leguminosarum vont induire 
la formation de nodules infectés mais une sénescence rapide est observée et la fixation de 
l’azote n’a pas lieu. 
La progression du cordon d’infection se fait en plusieurs temps. Suite à son initiation, les 
bactéries commencent à s’y multiplier et un espace se crée entre l’extrémité du cordon et les 
rhizobia en divisions. En aval, un large pont cytoplasmique relie l’extrémité du cordon 
d’infection au noyau de la cellule infectée (Fig 20). Lorsque l’élongation débute, le noyau 
s’éloigne de l’extrémité du cordon d’infection, le pont cytoplasmique devient plus étroit. 
Pendant ce temps les bactéries se divisent et migrent pour combler l’espace à l’extrémité du 
cordon d’infection. Puis, le noyau se rapproche de nouveau, le pont cytoplasmique s’élargit et 
un nouvel espace est créé entre les bactéries et l’extrémité du cordon d’infection (Fournier et 
al., 2008). Le cordon d’infection va ainsi progresser jusqu'à atteindre la base du poil absorbant 
avant de pénétrer dans le cortex externe (Fig 20). Les cellules corticales sous jacentes sont 
déjà activées. Elles se préparent à recevoir le cordon d’infection en formant un pre-infection 
thread (PIT), structure comparable au pre-penetration apparatus observé lors de l'infection par 
les champignons mycorhiziens à arbuscules (Fig 21). Le PIT consiste en un large pont 
cytoplasmique permettant le passage du cordon d’infection dans les couches cellulaires de la 
racine jusqu’à atteindre le primordium nodulaire. De manière similaire à la progression des 
hyphes du champignon dans les mycorhizes à arbuscule, la progression du cordon d’infection 
est guidée par des mouvements nucléaires (Fig 21). Lorsque le cordon atteint la zone 
d’infection du nodule, les bactéries sont libérées dans le cytoplasme des cellules par un 
mécanisme d’endocytose. Elles sont enveloppées par une membrane plasmique d’origine 
végétale, et vont commencer leur différenciation en bactéroïdes, forme sous laquelle elles sont 
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capables de réaliser la fixation de l’azote. Cette différenciation implique des changements 
radicaux du métabolisme et de l’expression des gènes nécessaires à l’adaptation des bactéries 
à leur nouvel environnement, en particulier la synthèse de la nitrogénase, enzyme catalysant la 
fixation de l’azote. 
 La différenciation en bactéroïdes
Chez M. truncatula, la différenciation en bactéroïdes implique un ensemble de modifications 
morphologiques et métaboliques. Ces changements passent par une perméabilisation de la 
membrane et une endoréplication du génome, entrainant ainsi une augmentation de la taille 
des cellules, qui passent de 1-2µm à 5-10µm (Kereszt et al., 2011a). 
Chez les légumineuses IRLC, les bactéroïdes ne sont plus capables de se diviser et deviennent 
donc des bactéries définitivement différenciées. Chaque bactéroïde, qui prend généralement 
une forme allongée en « Y », est entouré individuellement par la membrane 
peribactéroïdienne, l'ensemble formant le symbiosome (Fig 22). A l’inverse, chez les 
légumineuses n’appartenant pas au IRLC (comme L. japonicus), les bactéroïdes gardent leur 
capacité à se diviser et la différenciation est donc réversible. Leur forme est sphérique et 
plusieurs bactéroïdes sont regroupés dans une même membrane péribactéroïdienne (Fig 22). 
Une souche recombinante de R. leguminosarum forme des bactéroïdes allongés chez son hôte 
naturel, la vesce, qui appartient au IRLC, mais va former des bactéroïdes sphériques 
caractéristiques des légumineuses n’appartenant pas au IRLC chez L. japonicus (Mergaert et 
al., 2006). Ainsi c'est le génome de la plante et non celui de la bactérie qui va déterminer le 
type de bactéroïde. Chez M. truncatula des peptides antimicrobiens spécifiques aux nodules 
appartenant à la famille des NCR (nodule-specific cysteine-rich), ont été identifiés comme 
Figure 19. Les différents modes d’infection utilisés par les rhizobia 
A,B et C illustrent l’infection via « crack entry » et D,E et F illustrent l’infection par 
les poils absorbants. 
 
A, schéma représentant une entrée par « crack ». Ce type d’invasion a lieu au niveau de 
blessures de la couche épidermique comme celles qui ont lieu à l’émergence des 
racines latérales. Les cordons d’infection vont progresser de façon intercellulaire 
jusqu’au primordium nodulaire.  
B, photo d’une racine de la légumineuse tropicale Sesbania rostrata sur laquelle on 
observe une poche d’infection à partir de laquelle les cordons d’infection conduisent 
les bactéries jusqu’au primordium nodulaire.  
C, nodules formés à la base des racines latérales chez S. rostrata. 
 
D, schéma représentant une entrée par les poils absorbants en croissance. Le cordon 
d’infection se forme à partir du recourbement du poil et va progresser de façon 
intracellulaire jusqu’au primordium nodulaire. 
E, photo d’un cordon d’infection de Medicago truncatula. 
F, nodules de formés tout le long de la racine chez M. truncatula. 
A et D d’après Oldroyd et Downie 2008 ; B et C d’après Goormatchig et al., 2004 ; E 
et F : photos Pauline Rival 
A B C 
D E F 
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induisant la différenciation des bactéries en bactéroïdes (Van de Velde et al., 2010). Ces 
peptides sont transportés vers le cytosol des bactéroïdes où ils s’accumulent(Van de Velde et 
al., 2010). Chez le mutant dnf1 de M. truncatula, les peptides NCRs sont bloqués dans le 
réticulum endoplasmique, la différenciation en bactéroïdes n’a pas lieu et les nodules ne sont 
pas fonctionnels (Van de Velde et al., 2010; Wang et al., 2010). Lorsqu’ils sont exprimés chez 
L. japonicus, dont ils sont naturellement absents et où la différenciation en bactéroïdes est 
réversible, ces peptides induisent des caractéristiques de la différenciation définitive : les 
bactéroïdes sont allongés et enveloppés individuellement dans la membrane 
peribactéroïdienne(Van de Velde et al., 2010). De plus, in vitro, les peptides purs peuvent 
induire des caractéristiques de bactéroïdes sur du S. meliloti en culture (Van de Velde et al., 
2010). Du coté bactérien, la protéine BacA est, elle aussi, indispensable à la différenciation 
définitive des bactéroïdes (Karunakaran et al., 2010). Il s’agit d’une protéine membranaire 
appartenant à la superfamille des transporteurs ABC. Chez le mutant bacA des nodules sont 
formés mais les bactéries libérées des cordons d’infection ne se différencient pas et une 
sénescence précoce est observée (Karunakaran et al., 2010). BacA est seulement nécessaire 
pour la différenciation définitive des bactéroïdes et n’est pas requis pour la différenciation 
réversible, ce qui suggère que BacA affecte la différenciation contrôlée par les peptides NCR  
(Karunakaran et al., 2010; Kereszt et al., 2011b) (Fig 23). 
 
 La structure du nodule indéterminé 
 
Le nodule fournit un environnement approprié pour le bon fonctionnement de la fixation de 
l’azote. En effet, l’organisation tissulaire du nodule permet à la nitrogénase de bénéficier, 
dans le tissu central du nodule, des conditions anaérobiques nécessaires à son activité. Le tissu 
central des nodules indéterminés peut être divisé en plusieurs zones spécifiques. Dans la 
Figure 20. Schéma représentant les différentes étapes de la croissance 
du cordon d’infection dans un poil absorbant  
Noyau 
Rhizobium 
Pont cytoplasmique 
Cordon d’infection 
Le cordon d’infection vient de se former : il constitue un espace apolastique dans 
lequel les bactéries vont se multiplier et progresser. 
 
(1), la surface du cordon d’infection a un aspect lisse et celui-ci ne contient que peu de 
bactéries. La croissance polaire de l’enveloppe apoplastique crée un espace entre les 
bactéries en division et l’extrémité du cordon d’infection. Un large pont cytoplasmique 
relie le cordon d’infection au noyau qui migre vers la base du poil absorbant.  
(2), les divisions des bactéries et leur migration contribuent à la colonisation du cordon 
d’infection. La distance entre le noyau et le cordon d’infection augmente et le pont 
cytoplasmique qui les relie se rétrécit.  
(3), la distance entre le noyau et le cordon d’infection s’est réduite, le pont 
cytoplasmique qui les connecte est de nouveau large : le cordon d’infection s’est 
allongé. 
(4), le cordon d’infection mature a atteint la base du poil absorbant. Sa surface a 
maintenant un aspect irrégulier et le noyau n’est plus à son extrémité. 
D’après Fournier et al. 2008 
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partie apicale, sans bactéries, on distingue la zone méristématique ou zone I. Puis vient la 
zone d’infection, zone II, où les rhizobia sont libérés par endocytose dans le cytoplasme des 
cellules de l’hôte. L’interzone II-III sépare la zone d’infection de la zone de fixation ou zone 
III où a lieu la fixation de l’azote par le biais de rhizobia nouvellement différenciés en 
bactéroïdes à l’intérieur du symbiosome. Enfin on atteint la zone de sénescence ou zone IV, 
où les symbiosomes sont dégradés et phagocytés par le cytoplasme de la cellule hôte (Hirsch, 
1992) (Fig 24). Une dernière zone, la zone V, est formée par seulement quelques assises de 
cellules sénescentes de l’hôte dont le cytoplasme est presque entièrement dégradé et d’où des 
bactéries non différenciées sont libérées et vivent de façon saprophyte (Timmers et al., 2000). 
Du parenchyme nodulaire entoure ces différentes zones à l’exception de la zone 
méristématique. C’est au niveau du parenchyme que se trouvent les traces vasculaires, qui 
relient donc la périphérie du nodule au système vasculaire de la racine. Le parenchyme est 
recouvert par l’endoderme puis par le cortex qui est le tissu le plus externe recouvrant toutes 
les zones du nodule, y compris la zone méristématique (Hirsch, 1992). 
 
 Fonctionnement du nodule 
 
La fixation de l’azote par les bactéroïdes est réalisée grâce à l’activité de la nitrogénase. Cette 
enzyme réduit le diazote N2 en ammonium NH4
+, forme sous laquelle l’azote est utilisable par 
la plante. La nitrogénase est un complexe  enzymatique constitué de deux métalloprotéines de 
tailles différentes : le site de la réduction du substrat correspondant à la MoFe-protéine ou 
dinitrogénase (245 KDa) et le donneur d'électrons correspondant à la Fe-protéine ou 
dinitrogénase réductase (64 KDa). La Fe-protéine est un dimère de deux sous unités 
polypeptidiques identiques codées par le gène nifH. Quant à la Mo-Fe-protéine, c'est un 
tétramère composée de deux sous unités non identiques de type  et . Cette protéine est 
Figure 21. Schémas du pre penetration apparatus (PPA) et du pre 
infection thread (PIT) 
A 
Noyau 
B 
Vacuole 
Tonoplaste 
PIT 
Paroi fragilisée 
Rhizobia 
Matrice du cordon 
d’infection 
Membrane du 
cordon d’infection 
Paroi fongique 
Paroi végétale 
MP fongique 
Espace péri fongique 
MP végétale 
Membrane 
péri fongique 
Hyphopodium 
A, le pre penetration apparatus (PPA) est un large pont cytoplasmique à travers la 
vacuole qui est formé avant le passage de l’hyphe. La formation du PPA est guidée par 
la migration du noyau à travers la cellule. Le PPA est une structure tubulaire formée 
par des microtubules et bordé par du réticulum endoplasmique (ER). L’hyphe entrera 
dans cette structure une fois que celle-ci sera achevée. 
 
B, le pre infection thread (PIT) est formé avant que le cordon d’infection ne pénètre la 
cellule. Sa formation est guidée par des mouvements nucléaires et il est constitué de 
microtubules d’une manière comparable au PPA.  
 
Ces structures prédisent le passage de l’hyphe ou du cordon d’infection. Une 
membrane  péri microbienne dérivée de matériel végétal enveloppe les symbiotes de 
façon à ce qu’ils ne soient pas directement en contact avec le cytoplasme de la plante. 
MP : membrane plasmique 
D’après Parniske 2008. 
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codée par les gènes nifD et nifK. Elle possède deux groupements : un groupement qui contient 
le  cofacteur  FeMo et fournit le site pour la réduction du substrat et un groupement qui 
permet le transfert d’électrons entre la Fe-protéine et le cofacteur FeMo (Tezcan et al., 2005). 
Sous catalyse de ce complexe enzymatique, la réduction de l'azote moléculaire se déroule en 
deux étapes. Lors de la première, la Fe-protéine est réduite par un donneur primaire 
d'électrons : la ferrédoxine. Dans la seconde étape, la Fe-protéine réduite transfère les 
électrons à la Mo-Fe-protéine qui catalyse à la fois la réduction du diazote gazeux et la 
production d'hydrogène (Fig 25). L'ATP dans la réaction provient de la respiration aérobique 
des bactéroïdes. Il réagit avec la Fe-protéine réduite et intervient dans le transfert des 
électrons entre la Fe-protéine et la Mo-Fe-protéine. 
 
De manière paradoxale, l’activité nitrogénase est très couteuse en énergie mais est 
irréversiblement dénaturée par le dioxygène. Dans les nodosités, la plante synthétise une 
hémoprotéine fixatrice de dioxygène dont la structure est très proche de l'hémoglobine : la 
leghémoglobine. Cette protéine permet donc de fournir aux bactéries une réserve d'oxygène 
sans risque d'altération irréversible du complexe nitrogénase/hydrogénase par le dioygène.  
De couleur rouge, la leghémoglobine confère aux nodosités une couleur rose caractéristique. 
Au sein du nodule, le symbiosome fonctionne comme un organite fixateur d’azote. La 
membrane du symbiosome régule le transport de métabolites entre le symbiote et l’hôte. La 
dégradation du symbiosome est souvent corrélée avec la sénescence du nodule (Udvardi and 
Day, 1997). Le composé principalement échangé au niveau de cette interface est le carbone, 
qui augmente l’activité nitrogénase du bactéroïde, l’azote est réduit et assimilé par le 
cytoplasme de la plante (Fig 26). Chez L. japonicus, le transporteur de sulfate Sst 1 est présent 
sur la membrane du symbiosome et absolument nécessaire pour la fixation de l’azote (Krusell 
et al., 2005; Wienkoop and Saalbach, 2003).  
Figure 22. Les différents types de bactéroïdes 
Les  bactéroïdes de Medicago truncatula ont une forme allongée et sont 
différenciés de manière irréversible (A, C et E), à l’inverse, les 
bactéroïdes de soja ont une forme arrondie et leur différenciation est 
réversible (B, D et F).  
A et B : cellules symbiotiques de M. truncatula et de soja respectivement. 
C et D : bactéroïdes allongés et arrondis respectivement colorés au DAPI.  
E et F :  images prises au microscope électronique de bactéroïdes allongés 
et arrondis respectivement. Une accumulation de granules de 
polyhydroxybutyrate est observée chez les bactéroïdes différenciés de 
façon réversible.  
D’après Kereszt et al. 2011. 
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2. La signalisation symbiotique 
 
Les plantes doivent être capables de rapidement discerner parmi la multitude de micro 
organismes du sol ceux qui sont des symbiotes potentiels de ceux qui sont pathogènes. Ainsi 
l’interaction symbiotique va débuter par un dialogue moléculaire entre les deux partenaires 
qui va leur permettre de se reconnaitre et de préparer la plante hôte à accueillir son symbiote. 
Si les symbioses rhizobienne et mycorhizienne à arbuscules diffèrent sur de nombreux points, 
les étapes précoces de ces interactions présentent cependant de nombreuses similitudes. 
1. Reconnaissance entre la plante et le symbiote bactérien : la phase pré 
symbiotique Nod 
 
1. Le signal plante : les flavonoïdes  
 
Les rhizobia sont naturellement présents dans la plupart des sols et pour que l’interaction 
symbiotique puisse débuter, il est essentiel que les deux partenaires puissent s’identifier au 
sein de la rhizosphère. Cette reconnaissance est très spécifique et passe par un échange de 
signaux diffusibles entre l’hôte et la bactérie. Les principales molécules d’origine végétale 
reconnues par les rhizobia appartiennent à une famille de métabolites secondaires : les 
flavonoïdes. Ce sont des composés phénoliques dont la structure de base est formée par deux 
cycles aromatiques reliés par trois carbones et leur synthèse est réalisée à partir de p-
coumaroyl-CoA et malonyl-CoA.  Environ 9000 flavonoïdes différents sont produits par les 
plantes vasculaires et certains sont exclusivement présents chez les légumineuses (Ferrer et 
al., 2008). Les principales classes de flavonoïdes sont les Chalcone, Flavanone, Flavan-3-ol, 
Flavone, Isoflavone, Flavonol et Anthocyanine (Taylor and Grotewold, 2005) (Fig 27). La 
perception de flavonoïdes spécifiques va induire l’expression des gènes bactériens nod qui 
sont nécessaires pour permettre à la souche de noduler son hôte. 
A B 
Figure 23. Schéma représentant la différenciation en bactéroïdes. 
Les rhizobia sont libérés du cordon d’infection dans les cellules du nodule par un 
mécanisme d’endocytose et sont donc enveloppés dans une membrane d’origine 
végétale. 
A, chez les légumineuses appartenant au clade IRLC (Inverted Repeat_Lacking 
Clade) , les rhizobia sont la cible des peptides NCR (Nodule-specific Cysteine-
Rich) (2) et se différencient en bactéroïdes allongés (3). La protéine bactériene 
BacA est essentielle pour protéger les rhizobia contre l’activité antimicrobienne des 
peptides NCR (2). Chez un mutant bacA (∆bacA), est hypersensible aux peptides 
NCR , la différenciation en bactéroïdes n’a pas lieu. 
B, les légumineuses n’appartenant pas au clade IRLC ne produisent pas de peptides 
NCR, la protéine BacA n’est donc pas nécessaire. Chez ces plantes, la 
différenciation en bactéroïde est réversible et plusieurs bactéroïdes sont enveloppés 
par la même membrane. 
WT : sauvage 
D’après Haag et al. 2012 
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Cette induction des gènes nod est contrôlée par les produits des gènes nodD, des facteurs de 
transcription de type Lys-R souvent présents en plusieurs copies dans une même souche de 
rhizobium. En présence des flavonoïdes appropriés, une protéine bactérienne NodD, va subir 
un changement de conformation lui permettant de se fixer sur la nod box présente dans la 
région promotrice des gènes nod (Fisher et al., 1988; Long, 2001; Perret et al., 2000). Li et 
coll. suggèrent que c’est la liaison directe des flavonoïdes sur NodD qui va activer la 
transcription (Li et al., 2008). Cependant la perception des flavonoïdes par les rhizobia est 
aussi corrélée avec l’augmentation de la concentration intracellulaire en calcium chez les 
bactéries, qui semble indépendante des protéines NodD (Moscatiello et al., 2010) (Fig 28). 
Une espèce donnée de rhizobium va être capable de reconnaitre des flavonoïdes particuliers 
produits par la plante hôte, ce qui détermine un premier niveau de spécificité dans l'interaction 
symbiotique (Peters et al., 1986). Par exemple, Sinorhizobium meliloti va répondre à la 
lutéoline, un flavonoïde sécrété par la luzerne, alors que Rhizobium leguminosarum bv viciae 
reconnait la naringénine, un flavonoïde produit par son hôte le pois. La lutéoline et 
l’apigénine stimulent également le chimiotactisme des rhizobia compatibles à des 
concentrations allant de 10
-6
 à 10
-10
 M, qui sont des concentrations inférieures à celles 
rapportées pour l’induction des gènes nod (Caetano-Anollés et al., 1988).  
 
2. La réponse bactérienne : les facteurs Nod 
 
Les flavonoïdes vont  induire l’expression des gènes bactériens de nodulation (Perret et al., 
2000) . Ces gènes nod, nol ou noe contrôlant la nodulation sont souvent regroupés sur un 
plasmide symbiotique (pSym). La plupart de ces gènes sont impliqués dans la voie de 
biosynthèse et de sécrétion des facteurs Nod, des molécules-signal jouant un rôle clef dans la 
symbiose rhizobium/légumineuse. On distingue les gènes communs nodABC, présents chez 
Bactéries en 
division 
symbiosomes
fixateurs 
sénescence Endocytose 
Cordons 
d’infection 
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Figure 24. Structure du nodule indéterminé 
Les nodules indéterminés sont allongés du fait de la présence d’un méristème persistant à 
leur apex. Sur une coupe longitudinale plusieurs zones contenant des cellules infectées à 
des stades de différenciation différents sont observées. 
La zone apicale I (ZI) correspond à la zone méristématique et ne contient pas de bactérie. 
La zone II (ZII) est la zone d’infection. Les bactéries y sont libérées du cordon d’infection 
et se différencient de façon progressive en bactéroïdes. La zone III (ZIII) correspond à la 
zone de fixation de l’azote, la concentration en oxygène y est plus faible que dans les 
autres zones du nodule de manière à créer un environnement adéquat pour le 
fonctionnement de la nitrogénase. Enfin la zone IV (ZIV) correspond à la zone de 
sénescence où sont dégradés les symbiosomes plus âgés.  
VB : tissu vasculaire ; CS : stèle centrale. 
D’après Patriarca et al. 2002.   
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presque toutes les espèces de rhizobia, des gènes nod spécifiques tels que nodE, nodF, nodH, 
noeE, ou nolL dont chaque espèce de rhizobium a sa propre combinaison (Fig 29). Alors 
qu'une mutation dans les gènes nod communs bloque la synthèse de facteurs Nod et entraine 
la perte des propriétés symbiotiques, des mutations dans les gènes nod spécifiques peuvent 
entraîner des changements de spectre d’hôte. Ainsi le mutant  nodH- de S. meliloti n’est plus 
reconnu par Medicago sp mais est capable d’interagir avec Vicia sativa, plante initialement 
non hôte de S. meliloti  (Roche et al., 1991).  
Les gènes de nodulation, par l'intermédiaire des facteurs Nod dont ils contrôlent la synthèse, 
jouent donc un rôle déterminant la fois dans le contrôle de la reconnaissance spécifique du 
partenaire végétal, l'organogénèse du nodule et l'infection. Les facteurs Nod sont donc la clef 
qui va ouvrir les portes de l’hôte et permettre la mise en place du processus symbiotique. Les 
facteurs Nod produits par les différentes espèces de rhizobia sont tous des lipo-
chitooligosaccharides (LCO) partageant une structure de base similaire, formée d’une suite de 
4 ou 5 unités de N-acétyl-D-glucosamine réunies par des liaisons β(1 → 4) qui constitue le 
squelette d'oligochitine. Ce squelette d'oligochitine est modifié sur le résidu glucosamine 
terminal à l’extrémité non réductrice par une chaine d’acide gras. La longueur et l’état de 
saturation de cette chaîne grasse varie de façon spécifique selon les espèces de rhizobia. De 
plus, les facteurs Nod peuvent être substitués, généralement sur les sucres terminaux, par 
l’ajout de divers groupements comme des groupements acétyl, sulfate, méthyl, fucosyl, et 
carbamyl (Dénarié et al., 1996). Ces variations de la structure des facteurs Nod constituent 
l’élément majeur qui détermine le spectre d’hôte des rhizobia (Perret et al., 2000). Les 
facteurs Nod produits par Sinorhizobium meliloti, le symbiote de Medicago truncatula, sont 
O-sulfatés à l’extrémité réductrice par NodH, O-acétylés à l’extrémité non réductrice par 
NodL et un chaine grasse spécifique C16 : 2 est ajoutée par NodF et NodE.  
Complexe Nitrogénase 
Protéine Fe Protéine MoFe 
Figure 25. Mécanisme moléculaire de la réduction de l’azote 
atmosphérique en ammoniac par la Nitrogénase 
La nitrogénase est un complexe  enzymatique constitué de deux métalloprotéines  : la Fe 
protéine et la MoFe protéine. La Fe protéine est réduite par un par un donneur primaire 
d'électrons : la ferrédoxine. La Fe-protéine réduite transfère les électrons à la Mo-Fe-
protéine qui catalyse à la fois la réduction du diazote gazeux (N2) en ammoniac (NH3) et la 
production d'hydrogène (H2). 
D’après Buchanan et al., 2000. 
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Chez certains Bradyrhizobia photosynthétiques, capables d’induire la formation de nodules 
aussi bien sur les racines que sur les tiges de légumineuses aquatiques tropicales du genre 
Aeschynomene, les gènes nodABC ne sont pas présents, et l'établissement de l’interaction 
symbiotique repose donc sur un mécanisme indépendant de la production de facteurs Nod. 
ORS278 et BTAi1, des souches de Bradyrhizobia ne produisant pas de facteurs Nod, 
interagissent avec les plantes A. indica et A. sensitiva. La souche modèle ORS285 possède les 
gènes nodABC mais ne produit des facteurs Nod que pour s’associer avec certaines espèces 
d’Aeschenomene. Cette même souche est également capable d’interagir avec A. indica et A. 
sensitiva, mais cette interaction ne nécessite pas les facteurs Nod (Giraud et al., 2007). Une 
molécule proche d’une hormone végétale, la cytokinine, pourrait intervenir dans les 
mécanismes déclenchant le processus de nodulation indépendant des facteurs Nod (Bonaldi et 
al., 2011).  
 
3. Réponses de l’hôte aux facteurs Nod 
 
Les facteurs Nod purifiés peuvent induire chez la plante hôte, à des concentrations de l’ordre 
du nanomolaire, de nombreuses réponses physiologiques similaires à celles induites par les 
bactéries elles-mêmes. Seule une partie de la racine, la zone de susceptibilité, répond à 
l’application des facteurs Nod. Cette région se situe juste après le méristème apical dans la 
zone d’émergence des poils absorbants (Bhuvaneswari et al., 1981) (Fig 30).   
La première réponse épidermique, qui apparaît quelques minutes après l’application des 
facteurs Nod purifiés, se traduit par un influx de calcium à l’apex des poils absorbants, ce qui 
entraine une alcalinisation du cytosol et une dépolarisation de la membrane plasmique. Cette 
première réponse nécessite une concentration de facteurs Nod purifiés de l’ordre de 10-9 M. 
Figure 26. Schéma des échanges de carbone et d’azote dans une 
cellule infectée de nodule 
    La plante fournit la source de carbone pour la production de l’ATP. 
    Le bactéroïde convertit le N2 atmosphérique en NH3 qui est exporté vers la cellule 
végétale sous forme d’ammonium (NH4+)     . 
    La plante assimile le NH4+ en acides aminés grâce à la glutamine synthétase via le cycle 
GS-GOGAT. Ces acides aminés ainsi vont être transportés dans la plante dans l’espace 
apoplastique. 
Mdh : malate désydrogénase ; OAA : Oxaloacetate Suc : succinate ; 2KG : 2-Ketoglutarate 
; Dcta : dicarboxylate 
 D’après Prell et Poole 2006. 
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Entre 10 et 30 minutes plus tard, des oscillations périodiques de la concentration en calcium, 
sont détectées dans le noyau et dans l’espace péri nucléaire (Miwa et al., 2006; Sieberer et al., 
2009). Elles sont déclenchées par une concentration de l’ordre 10-12 M en facteurs Nod 
purifiés et peuvent se prolonger pendant plusieurs heures (Wais et al., 2000). La fréquence et 
l’amplitude des oscillations sont critiques pour que le processus infectieux débute. Ces 
oscillations calciques agissent comme un second messager et sont observées dans les cellules 
épidermiques et corticales où le processus infectieux a lieu (Sieberer et al., 2012). 
Quelques heures après leur application, les facteurs Nod induisent la déformation des poils 
absorbants présents dans la zone de susceptibilité. On distingue plusieurs types de 
déformations selon le stade de développement du poil : le gonflement ou « Has » pour « root 
hair swelling », le branchement ou « Hab » pour « root hair branching ». La courbure en 
crosse de berger ou « Hac » pour « root hair curling » n’est observée qu’en présence de la 
bactérie et ne peut être mimée par les facteurs Nod seuls (Gage, 2004) (Fig 30). Cette 
déformation repose sur un réarrangement du cytosquelette d’actine qui induit une 
réorientation de la croissance apicale du poil. 
Parallèlement, les facteurs Nod induisent l’expression de certains gènes de l’hôte, appelés 
gènes de nodulines précoces (gènes ENOD) (Gage, 2004). Ainsi, le profil d’expression du 
gène ENOD11 est modifié suite à l’application de facteurs Nod (Fig 31). Exprimé  de façon 
constitutive à l’apex des racines, son expression est induite dans l'épiderme de la zone de 
susceptibilité par un traitement aux facteurs Nod (Journet et al., 2001). Du fait de son 
expression spécifique et précoce, le gène ENOD11 est utilisé comme marqueur symbiotique.  
Figure 27. Structures des principales classes de flavonoïdes  
R1 et R2 indiquent les sites de substitutions potentielles. OGly indique une 
liaison glycosidique. 
D ’après Taylor et Grotewold 2005. 
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4. Perception des facteurs Nod : les récepteurs LysM-RLK 
 
Les gènes impliqués dans la reconnaissance spécifique des facteurs Nod ont été identifiés 
chez plusieurs espèces de légumineuses : Nod Factor Receptor1 (NFR1) et NFR5 chez L. 
japonicus (Madsen et al., 2003; Radutoiu et al., 2003)  et Glycine max (Indrasumunar and 
Gresshoff, 2010) ; LYK3 (LYsin motif receptor-like Kinase3) et Nod Factor Perception (NFP) 
chez M. truncatula (Arrighi et al., 2006; Limpens et al., 2003) ; SYM37 et SYM10 chez Pisum 
sativum (Zhukov et al., 2008). Ces gènes correspondent à des récepteurs serine/thréonine 
kinase de la famille des LysM-RLKs, ils possèdent trois motifs lysine (LysM) dans leur 
domaine extracellulaire, un domaine transmembranaire et un domaine kinase intracellulaire 
(Fig 32). Ces types de récepteur se trouvent exclusivement chez les plantes et peuvent être 
regroupés en deux sous familles : les LYK, qui possèdent un domaine kinase actif, et les LYR 
dont la kinase est inactive (Gust et al., 2012). Les motifs LysM, identifiés pour la première 
fois chez les bactéries (Bateman and Bycroft, 2000), sont très représentés au sein du règne 
végétal et sont connus pour interagir avec des composés contenant de la N-acétylglucosamine 
(GlcNAc), comme le peptidoglycane et la chitine, ce qui suggère que les LysM-RLKs 
symbiotiques pourraient percevoir les facteurs Nod (Iizasa et al., 2010; Kaku et al., 2006; 
Petutschnig et al., 2010; Willmann et al., 2011).  
Chez L. japonicus, NFR1 et NFR5 pourraient former un complexe capable de reconnaitre 
spécifiquement les facteurs Nod produits par Mesorhizobium loti, le symbiote de L. japonicus. 
En effet, le transfert des gènes LjNFR1 et LjNFR5 chez M. truncatula a permis d’étendre le 
spectre d’hôte à M. loti (Radutoiu et al., 2007). Récemment, Broghammer et coll. ont décrit 
une liaison des facteurs Nod aux récepteurs NFR1 et NFR5 (Broghammer et al., 2012). Etant 
donné que le domaine kinase de LjNFR5 est inactif, LjNFR1 pourrait jouer un rôle crucial 
dans la transmission du signal symbiotique (Madsen et al., 2003). Chez M. truncatula, NFP, 
Figure 28. Reconnaissance entre Medicago truncatula et 
Sinorhizobium meliloti 
NodD 
Gènes nod 
S. meliloti 
Lutéoline 
Sinorhizobium meliloti 
Flavonoides 
NF 
Dans la rhizosphère des flavonoïdes sont exsudés des racines de M. truncatula et 
vont attirer S. meliloti.
 
La lutéoline va être reconnue spécifiquement par S. meliloti et va permettre la 
liaison du facteur de transcription NodD sur la nod box présente dans la région 
promotrice des gènes nod. Cette liaison va induire la transcription des gènes nod et 
ainsi déclencher la synthèse des facteurs Nod (NF) indispensable pour que 
l’interaction symbiotique ait lieu.
 
Photo : sciencephoto.com 
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dont le domaine kinase est inactif, pourrait être l'orthologue de NFR5, et LYK3, dont le 
domaine kinase est actif, pourrait être l’orthologue de NFR1 (Arrighi et al., 2006). Un mutant 
NFP ne présente plus aucune réponse à l’application de facteurs Nod purifiés de S. meliloti 
(Amor et al., 2003). En revanche, le mutant hcl de LYK3, conserve les réponses les plus 
précoces telles que les oscillations calciques, et la déformation des poils (Catoira et al., 2000). 
Alors que chez L. japonicus il semble y avoir un complexe de récepteurs unique impliqué 
dans la reconnaissance des facteurs Nod, chez M. truncatula les deux récepteurs pourraient 
intervenir à des niveaux différents : NFP, serait impliqué dans un complexe récepteur dit de 
signalisation et LYK3, dans un complexe récepteur dit d’entrée, contrôlant la pénétration des 
bactéries dans la racine.  
 
 NFP, un récepteur de signalisation 
 
NFP est induit dès le début de l’interaction symbiotique et son profil d’expression au cours de 
la symbiose a été étudié grâce à une fusion entre le promoteur de NFP et un gène rapporteur 
GUS (Arrighi et al., 2006; Rival et al., 2012). L’expression de NFP est observée dans les 
cellules épidermiques et corticales des racines non inoculées par S. meliloti. Suite à 
l’inoculation par le symbiote, l’expression de NFP est relocalisée de manière très intense dans 
les cellules corticales avant même que celles-ci ne soient pénétrées par le cordon d’infection 
en progression. L’expression dans l’épiderme est nettement diminuée. Dans les nodules 
matures NFP est exprimé dans la zone d’infection (Rival et al., 2012). Le profil d’expression 
de NFP accompagne donc le processus infectieux.  
Des expériences de complémentation du mutant nfp avec des protéines chimériques NFP dont 
le domaine extracellulaire a été remplacé par celui de SYM10, son orthologue chez le pois, 
Figure 29. Structure du facteur Nod majoritaire de Sinorhizobium 
meliloti et enzymes nécessaires à sa synthèse 
Extrémité non 
réductrice 
Extrémité  
réductrice 
NodA 
NodB 
NodC 
NodF 
NodE 
NodL 
NodP 
NodH 
NodQ 
Le facteur Nod mjoritaire de S. meliloti est constitué d'un tétramère de N-Acetyl-
Glucosamine sur lequel sont greffés un acide palmitoléique (C16:2) et un 
groupement acétate à l’extrémité non-réductrice, et un groupement sulfate à 
l’extrémité réductrice. Les enzymes communes à tous les rhizobia sont notées 
en bleu et les enzymes responsables des décorations spécifiques des facteurs 
Nod de S. meliloti sont notées en orange, leur activité enzymatique est indiquée entre 
parenthèses.. 
D’après Wais et al., 2002. 
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ont permis de mettre en évidence un rôle différent pour les trois domaines LysM au cours de 
la symbiose (Bensmihen et al., 2011). Le symbiote du pois, Rhizobium leguminosarum bv. 
viciae, produit des facteurs Nod non sulfatés, contrairement à ceux produits par S. meliloti. 
Les réponses symbiotiques précoces telles que l'induction de MtENOD11 peuvent toujours 
être induites par S. meliloti chez les mutants nfp complémentés par la protéine chimérique 
SYM10-NFP, ce qui indique que le domaine extracellulaire provenant de SYM10 est capable 
de reconnaître des facteurs sulfatés. Ces expériences ont permis de démontrer que NFP n’est 
pas directement responsable de la reconnaissance du groupement sulfate des facteurs Nod. 
Cependant ces constructions chimériques ne permettent pas de restaurer l’infection et 
l’organogénèse nodulaire. Cette étude a montré l’importance du domaine LysM2, et en 
particulier un de ses résidus Leucine, dans le contrôle du processus infectieux (Bensmihen et 
al., 2011). 
 LYK3, un récepteur d’entrée
Des études par ARN interférents ont démontré que LYK3 contrôle le processus d’infection en 
fonction de la structure des facteurs Nod. MtLYK3 est impliqué dans la reconnaissance du 
groupement acyle et de l’O-acétylation sur le sucre non réducteur de la chaîne d'oligochitine 
(Limpens et al., 2003). Récemment, il a été montré qu’une protéine de la famille des U-Box 
possédant une activité E3 ubiquitine ligase, PUB1, interagit avec LYK3 et régule 
négativement l’infection (Mbengue et al., 2010). Une fusion LYK3-GFP a permis de 
déterminer la localisation subcellulaire de LYK3. Avant inoculation, LYK3 est distribué 
ponctuellement et de manière instable sur la membrane plasmique des poils absorbants. 
L’inoculation avec S. meliloti entraine une stabilisation de la protéine qui est dépendante de la 
présence du groupement sulfate des facteurs Nod. LYK3 est présente dans les poils 
Figure 30. Zone de susceptibilité de la racine et déformations de 
poils absorbants en réponse aux facteurs Nod et à rhizobium  
Zone de 
susceptibilité 
A B C 
D 
A, représentation d’une plantule de luzerne avec en rouge la zone susceptibilité qui 
correspond à la partie de la racine répondant à l’application des facteurs Nod. Cette 
région se situe juste après le méristème apical dans la zone d’émergence des poils 
absorbants. D ’après Gage 2004. 
 
B et C, déformation de poils absorbants suite à l’application de facteurs Nod. le 
gonflement ou « root hair swelling » en B et le branchement ou « root hair branching » 
en C (flèche). 
 
E, courbure en crosse de berger qui n’est observée qu’en présence de la bactérie. 
 
Photos : Pauline Rival 
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absorbants en élongation avant que l’infection ne débute et sa présence va rester associée avec 
la progression du cordon d’infection (Haney et al., 2011). Sa localisation subcellulaire est en 
accord avec sa fonctio de perception des facteurs Nod au cours du processus infectieux. 
 
2. Reconnaissance entre la plante et le symbiote fongique : la phase pré 
symbiotique Myc 
 
1. Le signal plante : les strigolactones 
 
La capacité des partenaires symbiotiques à se reconnaitre est cruciale pour que l’interaction 
puisse débuter. Ainsi une certaine classe d’hormones, les strigolactones, agit comme un signal 
pour ces champignons en entrainant des modifications de leur physiologie. 
Exsudées par les racines, les strigolactones vont stimuler le métabolisme du champignon, 
déclencher la germination des spores et provoquer une augmentation de l’activité 
mitochondriale aboutissant à la ramification des hyphes (Fig 33) (Akiyama et al., 2005; 
Besserer et al., 2006; Besserer et al., 2009). 
Les strigolactones, déjà connues depuis plusieurs années pour stimuler la germination des 
graines de plantes parasites du genre Striga et Orobanche (Cook et al., 1966), jouent 
également un rôle inhibiteur de la ramification des tiges (Gomez-Roldan et al., 2008). 
Il semblerait que cette classe d’hormones soit apparue très tôt au sein de la lignée verte pour 
contrôler l’élongation des rhizoïdes, et ait été conservée chez les embryophytes primaires pour 
ce rôle avant d’être recrutée pour la stimulation des gloméromycètes (Delaux et al., 2012). 
 
Figure 31. Profil d’expression du gène marqueur ENOD11 au 
cours de l’interaction avec Sinorhizobium meliloti 
Localisation histochimique de l’activité GUS chez Medicago truncatula exprimant 
pMtENOD11–gusA 
 
A, racine latérale 18h après inoculation, le gène ENOD11 est exprimé dans les poils 
absorbants de la zone de susceptibilité. L’expression au niveau de la coiffe est 
constitutive et est présente même avant inoculation. 
 
B, racine latérale 3 jours après inoculation, le gène ENOD11 est exprimé dans le 
cortex au niveau de sites d’infection abortifs (flèches). L’expression est également 
visible dans le primordium d’un nodule en développement.  
 
C, coupe longitudinale d’une nodule fixateur 3 semaines après inoculation. 
L’expression du gène ENOD11 est visible au niveau du méristème et de lazone 
d’infection. 
 
D’après Journet et al. 2001 
A B 
C 
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2. Les signaux fongiques : les Myc-LCO 
 
Durant cette phase pré symbiotique le champignon lui aussi produit un signal diffusible qui va 
permettre à la plante de le reconnaitre. Ces molécules, appelées Facteurs Myc, vont être 
perçues par la plante même en absence de contact physique avec le champignon, et vont 
induire des réponses aussi bien à l’échelle moléculaire qu’à l’échelle de l’organe (Kosuta et 
al., 2003). Se basant sur l’hypothèse selon laquelle le signal symbiotique produit par les 
Gloméromycètes serait à l’origine des facteurs Nod produits par les rhizobia, Maillet et coll.  
ont recherché des LCO chez R. irregularis. Ils ont ainsi identifié, dans des extraits de spores 
germées une famille de lipo-chitooligosaccharides (Myc-LCO), notamment capables de 
stimuler le développement des racines latérales, d'induire l’expression de gènes marqueurs et 
de stimuler la mycorhization (Maillet et al., 2011). Il s’agit de tétramères et pentamères de 
chitine qui possèdent soit un acide oléique (LCO-IV(C18:19Z)) ou un acide palmitique 
(LCO-IV(C16:0)) sur l’extrémité non réductrice du sucre terminal. Des LCO sulfatés ont 
également été mis en évidence indiquant que les Gloméromycètes produisent un mélange de 
LCO tétra ou pentamériques, sulfatés ou non (Fig 34) (Maillet et al., 2011).  On ne sait pas à 
l'heure actuelle si la synthèse de ces Myc-LCO peut être induite par les strigolactones. 
 
Ces Myc-LCO ont donc une structure très similaire de celle des facteurs Nod puisque ces 
deux types de composés possèdent un squelette d’oligochitine avec une chaîne d’acide gras 
sur le sucre non réducteur terminal. Une différence notable entre les LCO d’origine 
bactérienne et mycorhizienne est la présence d’une chaine d’acide oléique chez les Myc-LCO 
qui n’a, jusqu’à présent, jamais été identifiée chez les facteurs Nod (Fig 34)(Maillet et al., 
2011). De façon intéressante les rhizobia dont le spectre d’hôte est vaste produisent un 
mélange de facteurs Nod sulfatés et non sulfatés. De la même manière, la présence de Myc-
Figure 32.  Schéma de la structure des récepteurs LysM-RLK NFP 
et LYK3 de Medicago truncatula 
Région extracellulaire Région intracellulaire 
LysM LysM LysM SP TM Kinase 
N C 
CxC CxC 
LysM LysM LysM SP TM Kinase 
N C 
CxC CxC 
A-loop 
NFP 
LYK3 
NFP (595AA) et (B) LYK3 (620AA) sont composés d’un peptide signal SP suivi de 
trois répétitions lysin-motif (LysM) entrecoupées par deux motifs riches en cystéine 
(CxC), d’un domaine transmembranaire (TM) et d’un domaine kinase. Le domaine 
kinase de NFP ne possède pas de boucle d’activation (A-Loop). 
D’après Mbengue, thèse 2010. 
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LCO sulfatés et non sulfatés pourrait contribuer au large spectre d'hôte de R. irregularis 
(Gough and Cullimore, 2011).  
 
3. Les récepteurs des Myc-LCO : des LysM-RLK ?  
 
Du fait de leur structure similaire à celle des facteurs Nod, les signaux symbiotiques 
provenant des gloméromycètes pourraient également être perçus par des LysM-RLKs. Les 
Myc-LCOs stimulent le développement des racines latérales chez M. truncatula, mais chez les 
mutants nfp cette stimulation est significativement diminuée, ce qui pourrait suggérer une 
implication de NFP dans la perception de ces signaux. Cependant, le mutant nfp n’est pas 
affecté pour la mycorhization (Maillet et al., 2011). Dans le cas de Parasponia andersonii, la 
seule espèce non légumineuse capable de former une association symbiotique avec des 
rhizobia, une étude a montré que PaNFP, un gène LYR très proche de MtNFP et LjNFR5, est 
requis à la fois pour la nodulation et la mycorrhization (Op den Camp et al., 2011). Chez des 
plantes où l’expression de PaNFP est diminuée par RNAi, les rhizobia sont encore capables 
de pénétrer la racine mais pas d’infecter les cellules et l’interaction symbiotique n’a pas lieu. 
De même, après inoculation avec R. irregularis, les hyphes du champignon pénètrent la racine 
mais aucun arbuscule n’est observé. Cette étude montre que le même LysM-RLK est impliqué 
dans l’infection intracellulaire pour l’établissement de la symbiose rhizobienne et 
mycorrhizienne. Les auteurs proposent qu’une duplication de gènes ait eu lieu chez l’ancêtre 
des Fabaceae conduisant à deux gènes NFP-like. Chez les Papilionideae, tels que L. 
japonicus et M. truncatula, un des gènes dupliqués (LjNFR5 chez L. japonicus et MtNFP chez 
M. truncatula) aurait évolué vers un récepteur spécialisé dans la reconnaissance des facteurs 
Nod alors que l’autre, qui reste à identifier, aurait gardé sa fonction de récepteur pour les 
Myc-LCO (Op den Camp et al., 2011).  
Figure 33. Dialogue moléculaire entre Medicago truncatula et 
Rhizophagus irregularis   
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Les strigolactones exsudées dans la rhizosphère par les racine de M. truncatula vont 
stimuler le champignon ce qui se traduit notamment par la ramification des hyphes. 
Ceci va favoriser le contact avec les racine de la plante hôte. De plus, R. irregularis 
va produire des Myc-LCO qui vont augmenter le développement des  racines 
latérales. 
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3. La transduction du signal : des éléments communs aux deux symbioses 
 
Les approches de génétique directe chez M. truncatula et L. japonicus ont permis 
l’indentification de gènes impliqués dans la perception, mais aussi dans la transduction du 
signal Nod (Catoira et al., 2000). Plusieurs de ces mutants se sont également avérés affectés 
pour la symbiose mycorhizienne à arbuscules, ce qui montre qu’il existe une voie de 
signalisation symbiotique commune (CSP) aux deux symbioses (Fig 35) (Catoira et al., 2000; 
Mitra et al., 2004). Les mutants de cette voie de signalisation commune sont affectés pour la 
plupart des réponses aux facteurs Nod et sont incapables de former des cordons d’infection en 
présence des rhizobia. Aucun d’entre eux ne peut induire l’expression des nodulines précoces 
ENOD11 ou ENOD40 chez M. truncatula ou de NIN chez L. japonicus. Chez M. truncatula, 
les premiers gènes identifiés dans cette voie de signalisation symbiotique commune sont les 
gènes nommés DMI1, DMI2 et DMI3 pour « Does not Make Infections» (Catoira et al., 2000). 
Chez ces trois mutants, l’application de facteurs Nod entraine une déformation anormale des 
poils absorbants et l’expression de la noduline précoce ENOD11 n’est plus observée. En 
revanche le flux de calcium rapide est toujours induit, plaçant ainsi ces gènes en aval de NFP 
dans la voie de signalisation. Les oscillations calciques nucléaires et péri nucléaires générées 
suite à l’application des facteurs Nod ne sont plus observées chez dmi1 et dmi2 mais elles sont 
toujours présentes chez dmi3. DMI1 et DMI2 sont donc nécessaires à la production du signal 
calcique, DMI3 se situant en aval de cette réponse (Wais et al., 2000). 
 
1. Les oscillations calciques : un messager secondaire pour l’infection 
 
Il a récemment été montré que la formation du PPA et du PIT était corrélée avec une autre 
réponse cellulaire clef pour que l’infection débute : la production d’oscillations calciques 
Figure 34. Structure des lipo-chitooligosaccharides (LCO)  
A 
B 
Myc-LCO sulphatés et non sulphatés de Rhizophagus irregularis (A et B).  
A, Myc-LCO sulphaté (+S) ou non (-S) possédant un acide palmitique : Myc-LCO-IV 
(C16:0, +/–S)  
B, Myc-LCO sulphaté (+S) ou non (-S) possédant un acide oléique : Myc-LCO-IV 
(C18:1Δ9Z, +/–S)  
C, Facteur Nod majeur de Sinorhizobium meliloti NodSm-IV(C16:2Δ2EΔ9Z, Ac, S) 
 
En bleu : emplacement du groupement sulphate ; en rouge : chaîne d’acide gras ; en 
violet : le groupement acétate.  
D’après Gough  et Cullimore 2011. 
C 
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nucléaires (Sieberer et al., 2012). Ces oscillations calciques sont générées très précocement 
dans le noyau des cellules épidermiques situées dans la zone de susceptibilité de la racine ou 
dans la zone d’infection du champignon (Kosuta et al., 2008). Elles sont induites par des 
exsudats de spores, ainsi que par le contact physique avec l’hyphopodium (Chabaud et al., 
2011). Au cours de la symbiose avec rhizobium elles sont observées après l’inoculation 
bactérienne ou suite à l’application de facteurs Nod. La fréquence de ces oscillations se trouve 
être un élément essentiel pour la régulation de la progression des hyphes et du cordon 
d’infection au travers des différentes couches cellulaires de la racine (Sieberer et al., 2012). 
Ainsi, la cellule épidermique qui s’apprête à être infectée présente des oscillations calciques à 
haute fréquence et forme un PPA ou un PIT ; la cellule est donc prête à accueillir le micro 
organisme. La cellule corticale sous jacente est déjà activée, son noyau a migré vers le futur 
point d’entrée de l’hyphe ou du cordon d’infection et présente des oscillations calciques à 
faible fréquence. Quelques heures plus tard, le symbiote a traversé l’épiderme et va 
commencer à entrer dans le cortex. La cellule corticale qui va être infectée présente 
maintenant une fréquence calcique élevée et le PPA ou le PIT est formé : l’hyphe ou le cordon 
d’infection commencent à y pénétrer. La cellule épidermique traversée par la structure 
symbiotique quant à elle, ne présente plus d’oscillation calcique (Fig 36). L’entrée du micro 
organisme est donc toujours associée avec une augmentation marquée de la fréquence des 
oscillations calciques à la fois dans le noyau mais aussi dans le compartiment péri nucléaire. 
Le changement de signature calcique induit par le champignon pourrait indiquer un 
engagement irréversible de la cellule pour l’infection (Sieberer et al., 2012).  
Mycorhization Nodulation 
NSP1/ERN1/NIN 
CRE1 
NFP LysM-RLK 
DMI2 
Facteurs 
 Nod 
Myc  
LCO 
Oscillations 
calciques 
? 
RAM1 
RAM2 
LYK3 
Figure 35. Modèle génétique de la voie de signalisation Nod et Myc 
chez les légumineuses 
Les voies de signalisation symbiotiques mycorhizienne et rhizobienne en bleu et gris 
respectivement. 
Les gènes en verts font partie de la voie de signalisation commune aux deux 
symbioses. 
Les facteurs Nod sont perçus par les récepteurs ou complexe protéiques faisant 
intervenir les produits des gènes NFP et LYK3. Les Myc-LCO sont probablement 
perçus par des récepteurs de type LysM-RLK. Cette perception déclenche une cascade 
de signalisation faisant intervenir DMI2 et DMI1 conduisant à la génération 
d’oscillations calciques. Ces oscillations sont perçues par la protéine kinase calcium et 
calmoduline dépendante codée par DMI3, elle-même interagissant avec la protéine 
codée par IPD3. En aval de NSP2 les voies de signalisation symbiotique divergent 
DMI1 
DMI3 
IPD3 
NSP2 
2. La génération du signal calcique : DMI2, DMI1 et des nucléoporines
Les oscillations calciques nucléaires et péri nucléaires sont induites très précocement et 
constituent un composant clef pour la signalisation des différentes symbioses rhizobienne, 
mycorhizienne et actinorhizienne. Le mécanisme responsable de la génération de ces 
oscillations reste encore inconnu mais certains des gènes nécessaires à ce processus ont été 
identifiés. 
Le gène DMI2 de M. truncatula, orthologue de NORK chez M. sativa et de LjSYMRK chez L. 
japonicus, code un récepteur sérine/thréonine kinase de la famille des Leucine-Rich Repeat 
RLKs (LRR-RLKs) (Endre et al., 2002; Stracke et al., 2002). Cette protéine est localisée au 
niveau de la membrane plasmique du cordon d’infection (Limpens et al., 2005). Une 3-
hydroxyl 3-methylglutaryl coenzyme A reductase (MtHMGR1) interagit avec DMI2 chez M. 
truncatula, et son activité est requise pour le développement du nodule (Kevei et al., 2007). 
Les protéines HMGR sont des enzymes clefs de la voie de biosynthèse du mévalonate, ce qui 
suggère un rôle des isoprénoïdes dans les étapes précoces de la voie de signalisation des 
facteurs Nod et plus particulièrement dans la génération du signal calcique. Il a été montré 
que HMGR1 serait phosphorylé par NORK ce qui diminuerait son activité. En présence de 
facteurs Nod, l’activité kinase de NORK diminue, celle de HMGR1 augmente ce qui entraine 
une augmentation transitoire du mévalonate qui provoque les oscillations calciques (Nitrogen 
Fixation Congress Munich 2012). Une nouvelle protéine se liant à l’ADN, SIP1, interagit 
aussi avec SYMRK chez L. japonicus et se lie au promoteur de la noduline précoce NIN (Zhu 
et al., 2008). SINA (Seven IN Absentia) une E3 ubiquitine ligase, interagit avec le domaine 
kinase de SYMRK et permet sa relocalisation puis sa dégradation (Den Herder et al., 2012).  
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Figure 36. Profils des oscillations calciques nucléaires au cours de 
l’infection par Sinorhizobium meliloti chez Medicago truncatula.  
A, le cordon d’infection (IT) se rapproche de la base du poil absorbant et s’apprête à 
pénétrer les cellules du cortex externe. Les oscillations calciques de la cellule 
corticale c1, qui est sur le point d’être infectée, sont de faible fréquence alors que dans 
la cellule c2 aucun signal calcique n’est observé. 
B, le cordon d’infection commence à pénétrer la cellule c1 qui à ce stade présente une 
fréquence calcique élevée avec des pics de grande amplitude. Le noyau de la cellule 
c2 a maintenant migré vers la cellule c1 et présente des oscillations calciques de faible 
amplitude. 
C, à mesure que le cordon d’infection traverse la cellule c1 la fréquence calcique 
diminue progressivement.  
Les ponts cytoplasmiques sont représentés en vert. Les flèches indiquent des pics de 
faible amplitude. 
D’après Sieberer et al. 2012. 
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Chez L. japonicus, deux canaux potassiques, CASTOR et POLLUX, sont requis pour 
l’induction des oscillations calciques. Ils pourraient permettre de compenser la perte de 
charges positives due à la libération de calcium ou induire un changement de potentiel 
membranaire nécessaire à l’ouverture de canaux calciques voltage-dépendants (Charpentier et 
al., 2008; Matzke et al., 2009). Chez le riz, OsCASTOR et OsPOLLUX sont tous les deux 
nécessaires à l’établissement de la symbiose mycorhizienne à arbuscules (Gutjahr et al., 
2008). Alors que CASTOR et POLLUX sont tous les deux indispensables pour la 
signalisation symbiotique, chez M. truncatula seul DMI1, l’orthologue de POLLUX, s’avère 
nécessaire pour la génération de ce signal (Ane et al., 2004). Chez L. japonicus, aussi bien les 
simples que les doubles mutants castor et pollux peuvent être complémentés par MtDMI1, 
alors que LjCASTOR et LjPOLLUX sont tous les deux requis pour complémenter le mutant 
dmi1 (Venkateshwaran et al., 2012). Il semblerait qu’au cours de l’évolution, le changement 
d’un seul acide aminé chez DMI1 ait permis de le rendre autonome et donc suffisant pour la 
symbiose. Chez M. truncatula, MCA8, une ATPase membranaire de type SERCA, localisée 
au niveau de l’enveloppe nucléaire et dans le reticulum endoplasmique est un bon candidat 
pour jouer le rôle de pompe à calcium ATPase responsable de l'évacuation des ions calcium 
hors du noyau, nécessaire pour générer les oscillations calciques  (Capoen et al., 2011).  
Chez L. japonicus, trois gènes codant des nucléoporines (NUP85, NUP133, NENA) s’avèrent 
nécessaires pour l’établissement des symbioses rhizobienne et mycorhizienne (Groth et al., 
2010; Kanamori et al., 2006; Saito et al., 2007). Les mutants nup85, nup133 présentent un 
nombre réduit de nodules, les infections fongiques sont bloquées dans l’épiderme et les 
arbuscules sont rarement observés, les oscillations calciques ne sont jamais détectées 
(Kanamori et al., 2006; Saito et al., 2007). Bien que les mutants nena soient capables de 
former des nodules fixateurs, l’infection par les poils absorbants n’est pas observée et aurait 
lieu par crack entry. Suite à l’application de facteurs Nod, l'induction de gènes symbiotiques 
NLS CaMBD Kinase 
N C 
AID 
Mains EF 
Domaine de type visinine T265 
R317 
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1 2 3 
A 
B 
Figure 37.  Régulation de la CCaMK codée par le gène DMI3 
Ca2+
A, Structure de la CCaMK. Elle est composée d’un peptide d’adressage au noyau 
(NLS) suivi d’un domaine kinase. Le domaine auto-inhibiteur de la kinase (AID) se 
superpose partiellement au domaine de liaison à la calmoduline (CaMBD). En C-
terminal, le domaine Visinin-like contient trois mains EF qui peuvent lier le calcium. 
T265 représente un site d’auto phosphorylation qui régule l’auto inhibition de la 
protéine. 
B, Activation de la CCaMK. 
      En absence de calcium, la CCaMK est auto inhibée. Le T265 engage un pont 
hydrogène avec R317 qui stabilise la structure en hélice de l'AID. 
      En présence de calcium, la CCaMK va être activée via l’auto phosphorylation de 
T265. La calcium va se fixer sur les mains EF ce qui entraine l’auto phosphorylation 
de T265 qui va déstabiliser l’AID. La protéine subit un changement de conformation 
qui rend accessible le domaine de liaison à la calmoduline. 
      Le complexe Ca2+/calmoduline va se fixer sur le domaine de liaison à la 
calmoduline ce qui permet l’ouverture du site catalytique et rend possible la 
phosphorylation des cibles de la CCaMK. 
D’après Shimoda et al. 2012 ; Singh et Parniske 2012. 
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tels que NIN, SbtM4 et SbtS (SbtM4 et SbtS codant des subtilases impliquées dans la 
mycorhization) et les oscillations calciques ne sont plus observées. Le gène NENA code une 
protéine qui possède des domaines WD40 présentant des homologies avec les nucléoporines 
Sec13 et Seh1 (Groth et al., 2010). NUP133 et NENA sont localisées au niveau de 
l’enveloppe nucléaire et feraient partie, avec NUP85, d’un complexe protéique nécessaire à la 
formation de pores nucléaires. 
 
3. Décodage des oscillations calciques : le complexe DMI3/IPD3 
 
Le gène DMI3 appartient également à la CSP, mais intervient en aval des oscillations 
calciques. DMI3 code une protéine nucléaire de type Calcium and Calmodulin-dependent 
protein Kinase (CCaMK) (Levy et al., 2004). La structure de cette protéine lui confère une 
double sensibilité au calcium. Elle possède un domaine C-terminal de type visinine présentant 
trois mains EF, chacune capable de lier un ion calcium libre, et un domaine central 
autoinhibiteur pouvant lier la calmoduline, elle-même capable de lier le calcium. Ces deux 
domaines de sensibilité au calcium régulent le fonctionnement du domaine N-terminal : une 
sérine/thréonine kinase précédée d’une séquence d’adressage au noyau. Des analyses 
biochimiques, réalisées chez le Lys, ont permis de proposer un mode d’activation pour la 
CCaMK (Sathyanarayanan et al., 2000) (Fig 37). Les ions calcium libérés au cours du signal 
calcique se fixent sur les mains EF du domaine de type visinine, ce qui induit une 
autophosphorylation de la protéine sur un résidu thréonine très conservé (T265 chez 
LjCCaMK). Cette autophosphorylation déclenche une modification de conformation qui 
augmente l’affinité du domaine central pour la calmoduline. Cette protéine, qui a elle même 
fixé des ions calcium, va alors se fixer à la CCaMK au niveau du domaine central et lever 
ainsi l’auto-inhibition que ce domaine exerce sur la kinase, permettant la phosphorylation des 
Figure 38.  Auto régulation négative de la CCaMK 
P 
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S337 
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S337 
A, L’ auto phosphorylation du site S337 empêche la liaison de la calmoduline sur la 
CCaMK et stabilise la protéine dans un état inhibé. Une version de la CCaMK 
mimant cet état auto phosphorylé de manière constitutive ne complémente pas un 
mutant dmi3.  
B, phéntoype du mutant ccamk-14 de Lotus japonicus, les photos montrent des poils 
absorbants contenant des cordons d’infection (têtes de flèche) et une coupe de nodule 
respectivement. Ce mutant correspond à une forme de CCaMK qui ne possède plus 
cette auto inhibition. Des nodules non infectés sont formés car l’infection corticale est 
affectée, ce qui indique un rôle essentiel de cette régulation négative de la protéine 
pour l’infection intracellulaire. 
D’après Singh et Parniske 2012 et Liao et al. 2012. 
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protéines cibles et la transduction du signal calcique  (Sathyanarayanan et al., 2000) (Fig 37). 
Le domaine de type visinine est crucial pour le processus d’infection. Des mutations 
ponctuelles dans les mains EF chez LjCCaMK ont permis de mettre en évidence un rôle 
majeur de la troisième main EF pour l’infection par rhizobium mais aussi par R. irregularis 
(Shimoda et al., 2012). Chez L. japonicus, la mutation ccamk-14 entraine une substitution 
d’une sérine par une asparagine à la position 337 (S337N), qui est un site de phosphorylation 
dans le domaine de liaison à la calmoduline (Liao et al., 2012). Suite à l’inoculation par M. 
loti, des nodules se développent mais ils ne sont que rarement infectés. Les infections sont 
plus nombreuses que chez le sauvage mais elles forment des micro-colonies à la base des 
poils absorbants et par conséquent ne progressent que rarement au-delà du cortex externe. 
Concernant la mycorhization, les hyphes restent bloqués dans le cortex externe et la 
colonisation intra racinaire du cortex interne est diminuée de 95% (Liao et al., 2012). La 
forme S337D de CCaMK mimant un état phosphorylé de la protéine ne se lie plus à la 
calmoduline, n’est plus sensible au calcium, et ne complémente pas le mutant ccamk. Ceci 
indique que la phosphorylation du site de liaison à la calmoduline inhibe l’activité de la 
CCaMK. Chez le mutant ccamk-14, où cette inhibition n’a pas lieu, les cordons d’infection 
avortent dans l’épiderme, ce qui indique que l’infection corticale nécessite une régulation 
négative de l'activité de la CCaMK via l’autophosphorylation du domaine de liaison à la 
calmoduline (Fig 38) (Liao et al., 2012). Il a été proposé que DMI3 puisse décoder les 
signatures calciques associées à la perception des signaux bactériens (facteurs Nod) ou 
fongiques (facteurs Myc) (Levy et al., 2004). L’introduction de la CCaMK de riz chez le 
mutant dmi3 de M. trunacatula est capable de restaurer le développement du nodule, ce qui 
montre que la CCaMK d’une plante non légumineuse est capable d’interpréter la signature 
calcique induite par des facteurs Nod et d’activer la voie de signalisation appropriée. En 
revanche, les nodules ne contiennent pas de bactéries, ce qui suggère que DMI3 est aussi 
Figure 39. Schéma de la structure prédite de la protéine IPD3 
NLS 
Hélice α N C 
Régions Ser/Thr 
c-c 
Hélice α 
Région suffisante pour l’interaction avec DMI3 
La protéine IPD3 présente à chacune de ses extrémités une structure secondaire en hélice α. 
Cette protéine de 513 acides aminés présente deux domaines d’interaction protéine/protéine de 
type coiled-coil (c-c) [244-297] et [419-513], ainsi que deux sites potentiels de phosphorylation 
(régions Ser/Thr) [208-226] et [331-443] et deux séquences potentielles d’adressage au noyau 
(NLS). 
D’après Messinese et al. 2006. 
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impliqué dans le contrôle du processus infectieux (Godfroy et al., 2006). Suite au décodage 
des oscillations calciques, DMI3 activerait par phosphorylation une ou plusieurs protéines 
cibles. 
Une approche double hybride chez la levure a permis d’identifier IPD3 (Interacting Protein of 
DMI3), une protéine nucléaire de fonction inconnue, interagissant avec DMI3 chez M. 
truncatula (Fig 39) (Messinese et al., 2007). L’utilisation de la protéine de fusion IPD3::GFP 
a permis de démontrer la localisation nucléaire de la protéine IPD3 dans les racines de M. 
truncatula (Fig 40). Chez L. japonicus, l’orthologue de IPD3, CYCLOPS, s’est révélé 
susceptible d'être phosphorylé par la CCaMK in vitro, et le mutant cyclops est altéré à la fois 
pour la nodulation et la mycorhization (Yano et al., 2008). Chez le mutant ipd3 de l’écotype 
Jemalong de M. truncatula, des cordons d’infection sont présents mais aucun symbiosome 
n’est observé et SYMREM1, un marqueur de la membrane du symbiosome, n’est pas induit, ce 
qui indique un rôle pour IPD3/CYCLOPS dans le développement du symbiosome (Lefebvre 
et al., 2010; Ovchinnikova et al., 2011; Toth et al., 2012). Parniske et coll. ont montré que 
CYCLOPS serait un facteur de transcription capable d’induire le gène symbiotique NIN 
(Nitrogen Fixation Congress Munich 2012). CIP73, une protéine à domaine Scythe-N (un 
domaine ubiquitine like), interagit également en double hybride avec le domaine kinase de 
DMI3. L’atténuation par RNAi de ce gène altère la nodulation. CIP73 est localisé dans le 
noyau et est phosphorylé in vitro par DMI3 (Kang et al., 2011). 
L’activation de la voie de signalisation rhizobienne ou mycorhizienne se ferait par l’induction 
de gènes cibles en aval du complexe DMI3/IPD3.   
Figure 40. Localisation subcellulaire d’IPD3 et son interaction in vivo avec 
DMI3  
A et B, correspondent à des expériences de « split YFP » entre IPD3 et DMI3 dans des 
cellules de feuille de tabac. L’interaction entre ces deux protéines a lieu dans le noyau, que 
ce soit avec DMI3-YFPN et IPD3-YFPC (A) ou avec DMI3-YFPC et IPD3-YFPN (B). 
 
C à H, correspondent à une cellule de poil absorbant de M. truncatula exprimant la protéine 
de fusion IPD3-GFP (C à E) ou exprimant la GFP sous le contrôle du promoteur ubiquitaire 
p35S (F à H). Les racines sont colorées à l’iodure de propidium (colorant intercalant de 
l’ADN qui fluoresce dans le rouge) pour révéler les noyaux (C et F) ; la fluorescence verte 
révèle la présence de IPD3-GFP (D) ou de la GFP seule (G). La superposition des images C 
et D montre une co-localisation des deux fluorescences démontrant la présence de IPD3-
GFP dans le noyau (E) ; alors que le superposition des images F et G montre une répartition 
de la GFP dans toute la cellule (H). 
D’après Messinese et al. 2007. 
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4. La voie de transduction spécifique du signal Nod 
 
Des facteurs de transcription appartenant à la famille GRAS, Nodulation Signalling Pathway 
1 (NSP1) et NSP2, ont été décrits comme spécifiques de la nodulation chez M. truncatula et 
L. japonicus (Heckmann et al., 2006; Kalo et al., 2005; Smit et al., 2005). Le domaine GRAS 
se compose de deux domaines riches en leucine (LHR I et LHR II) et de trois domaines 
conservés VHIID, PFYRE et SAW. Chez les mutants nsp1 et nsp2, l’inoculation par S. 
meliloti entraine une déformation de poils comme chez la plante sauvage, alors que 
l’application de facteurs Nod purifiés entraine une réponse réduite uniquement chez nsp2. 
L’induction du gène ENOD11 est diminuée d’un facteur 100 chez nsp1 et n’est pas détectée 
chez nsp2. Aucun cordon d’infection ni division corticale ne sont observés chez ces deux 
mutants, en revanche les oscillations calciques sont toujours détectées. NSP1 est localisé de 
manière constitutive dans le noyau alors que NSP2 va être relocalisé depuis l’enveloppe 
nucléaire vers le noyau suite à l’application de facteurs Nod (Kalo et al., 2005; Smit et al., 
2005). Les protéines NSP1 et NSP2 présentent une faible homologie de séquence à 
l’exception du domaine GRAS, ce qui indiquerait des rôles non redondants au cours du 
processus symbiotique (Kalo et al., 2005). NSP1 et NSP2 forment un complexe protéique, 
NSP1 interagit directement avec le promoteur de ENOD11 et NSP2 serait lié à DMI3 
(Oldroyd and Downie, 2008). L’interaction entre NSP1 et le promoteur de ENOD11 est 
favorisée par l’application de facteurs Nod et nécessite la présence de NSP2 (Hirsch et al., 
2009). Etant donné qu'initialement les mutants nsp1 et nsp2 ne semblaient pas être affectés 
pour la mycorhization, ils étaient considérés comme des composants spécifiques de la 
nodulation (Catoira et al., 2000; Oldroyd and Long, 2003; Wais et al., 2000). Cependant, 
Maillet et collaborateurs ont montré que la ramification des racines induite par des Myc-LCO 
purifiés est dépendante de NSP2, mais non de NSP1 (Maillet et al., 2011). De plus, le mutant 
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Figure 41. Transduction du signal symbiotique dans les cellules racinaires 
de Medicago truncatula 
PUB1 
INFECTION 
Les facteurs Nod (NF), sont perçus par des récepteurs de la famille des LysM-RLK, 
probablement au niveau de la membrane plasmique (MP), dont LYK3 et NFP. NFP semble 
également participer à la perception des facteurs Myc (MF) produits par les champignons 
mycorhiziens. PUB1, une E3 ubiquitine ligase de la famille des protéines à domaine U-Box 
interagit avec le domaine kinase de LYK3, et exerce un régulation négative sur la signalisation 
Nod pour la mise en place de l’infection. Quelques minutes après la perception des LCO au 
niveau de la MP, une série d’oscillations calciques est déclenchée dans le noyau de la cellule 
végétale. La génération et le décodage de ce signal se fait par les composants de la voie de 
signalisation communs aux deux symbioses (DMI2/DMI1/DMI3/IPD3 et NSP2). La CCaMK 
codée par le gène DMI3 va décoder ces oscillations calciques: la liaison avec uniquement les 
ions calcium (Ca 2+) seulement est suffisante pour l’infection mycorhizienne. En revanche, la 
CCaMK doit se lier en plus au Ca 2+ complexé à la calmoduline pour que l’infection 
rhizobienne ait lieu. Le complexe IPD3/DMI3 va se lier au facteur de transcription NSP2. 
NSP2 va interagir avec NSP1 pour activer la transcription des gènes ENOD et à RAM1 pour 
activer la transcription des gènes Myc. D’autres facteurs de transcription ont été identifiés 
comme étant impliqués dans l’activation de gènes ENOD comme ERN1 et NIN.  
D’après Shimoda et al., 2012 et Singh et Parniske 2012  
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Mtnsp2 présente une diminution du taux de mycorhization d’environ 40% par rapport au 
sauvage alors que le mutant nsp1 ne semble pas affecté. Ceci suggère que NSP2 ferait 
également partie d’un autre complexe de facteurs de transcription qui contrôlerait l’expression 
des gènes impliqués dans la mycorhization (Fig 41). Il est d’ailleurs intéressant de noter que 
le mutant Ljnsp2 est complémenté pour la nodulation par un gène NSP2-like de riz et qu’un 
acide aminé de MtNSP2 important pour l’interaction avec NSP1 est conservé chez la protéine 
NSP2 de riz (Yokota et al., 2010). 
Trois facteurs de transcription de type ERF (Ethylene Response Factor) Required for 
Nodulation (ERN), contenant un domaine AP2 très conservé qui se lie à l’ADN, ont été 
identifiés pour leur rôle essentiel dans la signalisation induite par les facteurs Nod en aval de 
DMI3 (Andriankaja et al., 2007; Middleton et al., 2007). Le mutant ern1, appelé bit1-1 
(branching infection thread), présente des déformations de poils absorbants comparables aux 
plantes sauvages, mais l’infection est altérée. Les cordons d’infection sont rarement observés 
et ne progressent jamais au-delà des cellules épidermiques, l’induction de ENOD11 n’a pas 
lieu et aucune division corticale n’est observée (Middleton et al., 2007). Les protéines ERN se 
lient au promoteur de ENOD11 dans une région située en amont de celle du site liaison de 
NSP1 nommée la NF-Box (Andriankaja et al., 2007). Alors que l’induction de ENOD11 par 
les facteurs Nod est activée par ERN1, le complexe NSP1/NSP2 active l’expression de 
ENOD11 lors de l’infection rhizobienne et de sa progression (Cerri et al., 2012). Des 
approches d’expression transitoire chez Nicotiana benthamiana ont révélé que ERN1 et 
ERN2 activent l’expression des gènes possédant une NF-Box alors que ERN3 la réprime 
(Andriankaja et al., 2007). Les profils d’expression de ERN1 et ERN2 diffèrent au cours de 
l’interaction symbiotique. ERN1 est exprimé dans l’épiderme avant la formation du cordon 
d’infection et tout au long de sa progression jusque dans les cellules du primordium nodulaire. 
Figure 42. Modèle pour l’auto régulation de la nodulation (AON) 
Les nodules vont induire la production au niveau des racines d’un signal inconnu  (le 
signal Q) qui est transloqué vers la tige. Il va activer un mécanisme d’inhibition contrôlé 
par la tige qui empêche la formation excessive de nodules.  Les peptides CLE sont de bons 
candidats pour ce signal. La perception du signal Q dans la tige se ferait via le récepteur 
kinase appartenant à la famille des leucine-rich-repeat receptor MtSUNN, LjHAR1, 
GmNARK et PsSYM29.  
LjKLV, PsSYM28, PsNOD4, PsNOD3, MtRDN1, LjTMLet MtLSS  sont nécessaires pour 
que l’auto régulation de la nodulation ait lieu. Le mécanisme de l’AON est encore peu 
connu mais les brassinosteroïdes (BR) seraient impliqués positivement alors que l’auxine 
et  l’acide jasmonique (JA) auraient un rôle négatif. 
D’après Mortier et al., 2012 
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En revanche, ERN2 est exprimé principalement dans les cellules infectées du cortex externe et 
du primordium nodulaire (Cerri et al., 2012).  
Un autre régulateur négatif de l’expression de ENOD11 est un facteur transcription codé par 
NIN (Nodule inception). En effet chez le mutant nin le profil d’expression de ENOD11 est 
étendu par rapport à ce qui est observé chez le sauvage, le nombre de poils absorbants formant 
une crosse de berger est plus élevé mais la formation des cordons d’infection est altérée et 
aucun nodule ne se développe (Marsh et al., 2007). NIN est capable de se lier au promoteur 
d’un gène codant pour une enzyme de dégradation de la paroi végétale, NPL (Nodulation 
Pectate Lyase), nécessaire pour l’infection par les poils absorbants (Xie et al., 2012). NIN est 
une nouvelle protéine qui présente des similarités avec les récepteurs NOTCH qui sont des 
protéines membranaires capables d’être clivées pour être adressées au noyau et fonctionner 
comme des facteurs de transcription (Oldroyd and Downie, 2008; Schauser et al., 1998). Il 
semble que NIN soit un élément régulateur clé de la voie signalisation induite par les facteurs 
Nod, mais son mode d’action reste ambigu. 
 
5. La voie de transduction spécifique du signal Myc  
 
On connait peu de gènes impliqués dans la voie de transduction spécifique du signal Myc. 
Gobato et coll. ont identifié un facteur de transcription à domaine GRAS spécifique de la 
mycorhization appelé  RAM1 (Required for Arbuscular Mycorrhization 1) (Gobbato et al., 
2012). Chez le mutant ram1 de M. truncatula, le nombre d’hyphopodia formés à la surface de 
la racine est significativement diminué par rapport à la plante sauvage, par conséquent la 
colonisation par le champignon n’a pas lieu. En revanche, chez ce mutant les oscillations 
calciques sont présentes, la colonisation par rhizobium n’est pas altérée et des nodules 
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fixateurs sont formés. De plus, RAM1 est induit durant la colonisation mycorhizienne mais 
pas au cours de l’interaction avec S. meliloti, et serait donc un composant spécifique de la 
voie de signalisation Myc. RAM1 interagit avec NSP2 en double hybride chez la levure et en 
BiFC dans le noyau, cependant aucune interaction entre RAM1 et NSP1 n’a été détectée 
(Gobbato et al., 2012). Les auteurs proposent que l’activation de la voie de signalisation Nod 
ou Myc serait déterminée par la formation d’un complexe de protéine GRAS : NSP2/NSP1 et 
NSP2/RAM1 respectivement (Fig 41). RAM1 régule l’expression du gène spécifique à la 
mycorhization RAM2. RAM2 code une glycerol-3-phosphate acyl transferase (GPAT) 
impliquée dans la production de monomères de cutine (Gobbato et al., 2012; Wang et al., 
2012). Comme pour le mutant ram1, le mutant ram2 n’est pas colonisé par les champignons 
mycorhiziens, la production de strigolactones ne semble pas altérée puisque la germination 
des spores et la ramification des hyphes sont toujours observées. De plus, les oomycètes 
pathogènes présentent une altération de la formation de leur appressoria chez le mutant ram2, 
ce qui le rend moins sensible (Wang et al., 2012). Il semblerait que les monomères de cutine 
agissent comme des signaux végétaux qui stimuleraient la colonisation des champignons 
mycorhiziens. Par ailleurs plusieurs gènes marqueurs de la mycorhization ont été identifiés. 
Chez L. japonicus, l’infection fongique induit l’expression du gène SbtM1, codant une 
protéase Ser subtilisin-like (subtilase), et PT4 codant un transporteur de phosphate (Takeda et 
al., 2009; Takeda et al., 2011). Le gène SbtM1 est régulé par la voie de signalisation 
symbiotique commune et son expression est induite uniquement par la mycorhization. 
L’extinction par ARN interférent de l’expression de SbtM1 diminue l’élongation des hyphes 
et la formation d’arbuscules (Takeda et al., 2009). LjPT4 serait l’orthologue du gène MtPT4 
isolé chez M. truncatula (Guether et al., 2009; Harrison et al., 2002). MtPT4 est essentiel pour 
empêcher une sénescence précoce des arbuscules (Javot et al., 2007a).  
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4. Les hormones et la nodulation  
 
1. Les régulateurs négatifs de la nodulation 
 
 L’éthylène 
 
Chez M. truncatula, le mutant sickle (skl) produit environ dix fois plus de nodules que la 
plante sauvage, ce qui lui vaut la qualification de mutant super nodulant (Penmetsa and Cook, 
1997). Ce mutant est altéré dans sa perception de l’éthylène et SKL code l’homologue du gène 
Ethylene Insensitive 2 (EIN2) d’Arabidopsis thaliana (Penmetsa et al., 2008). L’éthylène 
régule la nodulation à plusieurs niveaux. Il régule le nombre de poils absorbants présents dans 
la zone de sensibilité de la racine, affectant directement la sensibilité de la plante à la présence 
des bactéries (Oldroyd et al., 2001). Chez Sesbania rostrata, une légumineuse pouvant vivre 
dans un environnement aride ou inondé, l’éthylène joue un rôle central dans le mode 
d’infection par le symbiote. En conditions sèches, la bactérie va entrer via les poils absorbants 
et l’éthylène exerce alors un rôle négatif sur ce processus. En conditions immergées, la 
bactérie va entrer via des blessures de l’épiderme et former des poches d’infection; l’éthylène 
est requis pour ce mécanisme et joue donc un rôle positif (Goormachtig et al., 2004). 
L’éthylène est également impliqué dans le positionnement des primordia nodulaires à 
l’opposé des pôles de protoxylème (Heidstra et al., 1997). L’éthylène est donc impliqué dans 
les réponses épidermiques et corticales gouvernant l’interaction symbiotique. 
 
 L’acide jasmonique (JA) 
  
Chez L. japonicus, l’ajout exogène de JA inhibe la nodulation, ce qui inclut une absence de 
cordon d’infection et d’expression du gène NIN (Nakagawa and Kawaguchi, 2006). Pour une 
 
55 
 
concentration faible, le JA exerce aussi un contrôle positif sur la fréquence des oscillations 
calciques induites par les facteurs Nod (Sun et al., 2006). 
 
2. Les régulateurs positifs de la nodulation  
 
 L’auxine 
 
L’inoculation par rhizobium ou l’application de facteurs Nod induit une variation locale de 
l’accumulation d’auxine chez les légumineuses ainsi qu'une augmentation du niveau de 
transcrits du transporteur putatif d’auxine AUX1 (Mathesius et al., 1998; de Billy et al., 
2001). Les inhibiteurs du transport d’auxine sont connus pour induire la formation de 
pseudonodules ainsi que l’expression du gène ENOD40 qui est associé au développement du 
primordium nodulaire (Hirsch et al., 1989). Chez M. truncatula, on observe une accumulation 
du niveau d’auxine au site d’infection. Des résultats suggèrent que le transport polaire 
d’auxine puisse être inhibé pas la présence de flavonoïdes endogènes. En effet, un mutant de 
la chalcone synthase présente une production de flavonoïdes réduite, associée à une 
diminution du nombre de nodules et du transport polaire d’auxine (Mathesius et al., 1998). 
L’auxine serait également impliquée dans la formation des traces vasculaires du nodule chez 
L. japonicus (Takanashi et al., 2011). 
 
 L’acide gibérellique (GA) et les brassinostéroïdes (BR)  
 
Le GA et les BR régulent de manière positive la nodulation puisque des mutants de pois, où la 
production de ces deux hormones est réduite, présentent une diminution du nombre de 
nodules. Le phénotype du mutant GA peut être complémenté par un apport exogène de cette 
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hormone (Ferguson et al., 2005). Il a également été montré que des inhibiteurs de la 
biosynthèse du GA empêchent la nodulation chez Sesbania rostrata (Lievens et al., 2005). 
 
5. L’autorégulation de la nodulation par la plante 
 
Il existe une autre classe de mutants présentant un phénotype hyper nodulant, mais dont la 
sensibilité à l’éthylène reste intacte. Le mutant supernumerary nodules (sunn) chez M. 
truncatula et ses orthologues hypernodulation aberrant root formation 1 (har1) chez L. 
japonicus, nodule autoregulation receptor kinase (nark) chez le soja sont considérés comme 
défaillants dans l’autorégulation de la nodulation (Penmetsa et al., 2003; Searle et al., 2003; 
Wopereis et al., 2000). Ces mutants présentent un nombre excessif de cordons d’infection et 
de nodules dont la position à l’opposé des pôles de protoxylème n’est pas altérée 
(contrairement au mutant skl). Ces gènes sont des homologues du gène CLAVATA 1 (CLV1) 
qui chez A. thaliana est impliqué dans le contrôle de l’identité du méristème caulinaire 
(Nishimura et al., 2002; Schnabel et al., 2005; Searle et al., 2003). CLV1 code un récepteur 
putatif de peptides CLE qui sont de petits peptides sécrétés, composés de 12 à 13 acides 
aminés très conservés, et qui sont clivés à partir de l’extrémité C-terminale de protéines CLE 
(Wang and Fiers, 2010). Plusieurs peptides CLE spécifiques de la nodulation ont été identifiés 
dans le génome de L. japonicus (LjCLE-RS1 et LjCLE-RS2), M. truncatula (MtCLE12 et 
MtCLE13) et chez le soja (GmCLE14-GmCLE39 ou GmRIC1 et GmCLE35-GmCLE37 ou 
GmRIC2) (Mortier et al., 2011; Okamoto et al., 2009; Reid et al., 2011a). L’expression 
ectopique de ces gènes réduit ou inhibe la nodulation, et ceci de manière dépendante de 
NARK/HAR1/SUNN, ce qui indique que ces CLE pourraient jouer un rôle dans 
l’autorégulation de la nodulation (Mortier et al., 2010; Okamoto et al., 2009; Reid et al., 
2011b). Cependant il n’a pas été démontré que ces peptides pouvaient agir à longue distance 
A 
B 
Figure 43. Activité kinase constitutive de certaines formes dérégulées de la 
protéine DMI3 
A, DMI3 code une CCaMK ayant un domaine kinase sérine/thréonine (gris), un domaine d’auto 
inhibition qui recouvre le site de liaison à la calmoduline (noir) et trois domaines à mains EF  
(blanc). Le nombre de plantes présentant une expression symbiotique de ENOD11 en absence de 
traitement aux facteurs Nod, et le nombre de mutants dmi3 présentant des  nodules infectés sur 
le nombre total de plantes testées sont indiqués entre parenthèses.  
B, Test de phosphorylation des formes tronquées de DMI3 par rapport à l’activité de la protéine 
entière. Les formes DMI3 1-311, DMI3 1-326 et DMI3 Δ328-355 présentent une activité 
constitutive. Barres blanches : en absence d’ions calcium ; barres grises : en présence d’ions 
calcium ; barres noires : en présence d’ions calcium et de calmoduline 
 
D’après Gleason et al,. 2006 
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depuis le nodule vers la tige où SUNN et ses orthologues sont actifs (Fig 42). Des expériences 
de greffe ont montré que ce mode de régulation est dépendant de la tige, ce qui suggère qu’un 
signal y serait généré et régulerait le nombre de nodules via SUNN/HAR1/NARK (Delves et 
al., 1986; Wopereis et al., 2000). 
 
3. La coordination entre l’épiderme et le cortex : la clé pour une 
interaction réussie 
 
Les facteurs Nod activent de manière concomitante des réponses dans l’épiderme, conduisant 
à l’infection, et des réponses corticales qui vont permettre l’organogénèse du nodule. Chez 
certains mutants les réponses épidermiques et corticales peuvent être découplées. L’infection 
bactérienne débute mais l’organogénèse du nodule n’a pas lieu. Au contraire, les nodules 
peuvent apparaître en l’absence de bactéries. Cependant, pour que des nodules fonctionnels se 
développent, les processus épidermiques et corticaux doivent être coordonnés de manière à 
induire le primordium nodulaire face au site d’infection. Les phytohormones jouent un rôle 
central dans les processus développementaux de la plante et, par conséquent, contrôlent 
également l’organogénèse du nodule d’une manière positive ou négative. 
 
1. Découplage de l’infection et de l’organogénèse, les nodules spontanés : 
l’organogénèse du nodule en absence de bactérie 
 
1. La dérégulation de la CCaMK active l’organogénèse nodulaire 
 
Des formes modifiées de CCaMK, présentant soit une mutation ponctuelle mimant une 
autophosphorylation, soit une délétion du domaine auto inhibiteur, présentent une activité 
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kinase constitutive (Fig 43). Cette activité kinase constitutive confère à M. truncatula 
l'aptitude à former des nodules spontanés, en absence de tout signal symbiotique (Fig 44) 
(Gleason et al., 2006). En absence de calcium la CCaMK est  normalememt auto inhibée. 
Shimoda et coll., proposent que le site d’autophosphorylation T265 de L. japonicus, situé 
dans le domaine kinase, fasse partie d’un réseau de liaisons hydrogène qui stabiliserait le 
domaine d’auto inhibition et rendrait la protéine inactive. La phosphorylation ou la 
substitution de ce résidu par un acide aminé mimant l’auto phosphorylation, déstabiliserait ce 
réseau et activerait la protéine (Shimoda et al., 2012). Les mutants ayant perdu cette capacité 
auto inhibitrice vont former des nodules spontanés. Cette forme auto active de CCaMK est 
toujours capable d'induire la formation de nodules spontanés chez les mutants affectés dans 
certains gènes de la voie de signalisation. Ainsi chez L. japonicus, des nodules spontanés sont 
observés chez  nfr1-4, nfr5-2, symrk-3, castor-4, pollux-2, nup85-3, ce qui indique que ces 
gènes interviennent en amont de DMI3 pour l’organogénèse du nodule. Le fait que cette 
forme auto active de CCaMK soit également capable de restaurer l’infection bactérienne et 
mycorhizienne chez les mutants symrk-3, castor-4, pollux-2, nup85-3, montre que ces gènes 
n'ont pour rôle que d'activer la CCaMK (Hayashi et al., 2010; Madsen et al., 2010). Par 
contre, chez les mutants nfr1 et nfr5 ayant reçu une forme auto active de CCaMK, le mode 
d’infection classique via les poils absorbants n’est pas observé, ce qui montre que le rôle de 
ces gènes dans l'infection ne se limite pas à l'activation de la CCaMK. Par ailleurs, on observe 
chez ces plantes un mode d’infection « de secours », ne passant plus par les poils absorbants. 
Cette voie d'infection semble indépendante des facteurs Nod, puisqu'un mutant nodC de M. 
loti, qui ne produit plus de facteurs Nod est capable d’infecter ces nodules spontanés générés 
par une forme auto active de CCaMK, (Madsen et al., 2010). 
A B C 
D 
F G 
I H 
E 
Figure 44. Activité symbiotique spontanée in vivo des formes tronquées de 
CCaMK 
A à D, mutant dmi3 complémenté par la forme sauvage de DMI3 avant inoculation (A), après 
traitement aux facteurs Nod  (B et C) et suite à l’inoculation par Sinorhizobium meliloti.  
A, les racines ne présentent pas d’induction symbiotique de ENOD11. 
B et D, suite au traitement aux facteurs Nod une activité symbiotique est détectée dans 
l’épiderme,  sur  racines entières (B) et sur une coupe transversale (C). 
D et E, nodules infectés suite à l’inoculation par S. meliloti (D). La section d’un de ces nodules 
(E) montre que les cellules sont infectées par les bactéries exprimant le gène lacZ (coloration 
bleue). 
E à G, mutants dmi3 complémentés par des formes tronquées de DMI3 (DMI3 1-326 en F et G ; 
DMI3 1-311 en H et I) présentant une activité kinase constitutive en l’absence de bactéries ou de 
facteurs Nod.   
Racines entières (F) et section transversale (G) présentant une induction symbiotique de 
ENOD11 dans l’épiderme en l’absence de stimulus. 
H et I, des nodules sont formés sur les racines. La section d’un de ces nodules (I) montre qu’ils 
sont vides de bactéries. 
D’après Gleason et al,. 2006 
Formes tronquées de DMI3 
(DMI3 1-326 et DMI3 1-311) 
qui ne possèdent plus le 
domaine d’autoinhibition/ 
liaison à la calmoduline ni les 
mains EF.  
Forme sauvage de DMI3 
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2. Les cytokinines et le mutant lhk1 
 
Les cytokinines peuvent initier la formation des nodules, induire l’expression de gènes 
associés avec le développement du primordium nodulaire (Fang and Hirsch, 1998; Mathesius 
et al., 2000). Le gène LHK1 code pour une histidine kinase qui fonctionne comme récepteur 
des cytokinines (Tirichine et al., 2007). Chez L. japonicus, le mutant lhk1 est hyper infecté 
mais les divisions corticales ne sont pas induites et les cordons d’infections sont bloqués dans 
l’épiderme (Murray et al., 2007). La diminution de l’expression par ARN interférent de son 
orthologue chez M. truncatula CRE1 entraine également une réduction du nombre de 
divisions corticales et un blocage des infections dans l’épiderme (Gonzalez-Rizzo et al., 
2006). Chez L. japonicus, un mutant gain de fonction snf2 entraine la formation de nodules 
spontanés (Tirichine et al., 2007). Une forme de LHK1 où le résidu leucine en position 266 
est remplacé par une phénylalanine (LHK1 L226F) aboutit au même phénotype (Hayashi et 
al., 2010). Le gain de fonction conféré par la mutation permet également l’induction de 
nodules spontanés chez les mutants de nfr1-4, nfr5-2, symrk-3, castor-4, pollux-2, nup85-3, 
ccamk-3 de L. japonicus, ce qui indique que lhk1 intervient en aval de ces différents éléments 
de la voie de signalisation. En revanche, lorsque ces différentes plantes mutantes exprimant la 
forme LHK1 L226F sont inoculées par M. loti, il n'y a pas d’infection (Hayashi et al., 2010; 
Madsen et al., 2010).  
 
4. Objectifs de la thèse : 
 
Le succès de la formation d'un nodule fonctionnel repose sur la synchronisation entre 
l'infection et l’organogénèse du nodule. Dans la mesure où ces deux processus peuvent être 
génétiquement dissociés chez certains mutants, un mécanisme de signalisation assurant la 
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bonne coordination de ces évènements apparait donc indispensable. En effet, alors que les 
facteurs Nod ne semblent pas pouvoir pénétrer au delà de l'épiderme racinaire, les divisions 
cellulaires à l'origine de l'organogénèse nodulaire ont lieu à plusieurs assises cellulaires de 
distance, au niveau du cortex interne de la racine. L'existence d'un messager secondaire 
assurant la communication entre épiderme et cortex paraît donc requise. Jusqu’à present 
aucune étude n’avait analysé la contribution spécifique de chacun de ces tissus à ces 
mécanismes de communication. 
Le fonctionnement de la CCaMK a fait l’objet de plusieurs études visant à relier ses 
caractéristiques structurales avec sa fonction au cours de l’infection et de l’organogénèse. Une 
forme autoactive de CCaMK induit la formation de nodules spontanés, ce qui montre qu'il 
s'agit d'un composant clé dans l’organogénèse nodulaire (Gleason et al., 2006). D’autres 
formes dérégulées de cette même protéine ont mis en évidence son importance dans la 
progression de l’infection dans le cortex et certains domaines se sont révélés essentiels pour 
l’infection bactérienne (Liao et al., 2012; Takeda et al., 2012). DMI3, de par son implication à 
la fois dans l'organogénèse et dans l'infection, pourrait donc jouer un rôle central dans la 
coordination entre cortex et épiderme pour la synchronisation de ces deux processus.  
Mon projet de thèse a donc eu pour objectif d’analyser le rôle de DMI3 dans ces deux tissus 
au cours de l’interaction symbiotique entre M. truncatula et ses microsymbiotes bactériens et 
fongiques. L’approche retenue a consisté à addresser spécifiquement l’expression de DMI3 
dans l’épiderme ou dans le cortex au moyen de pro;oteurs tissus spécifiques.  
Les résultats obtenue concernant le rôle de DMI3 dans l’organogénèse nodulqire et l’infection 
des racines par S. meliloti ont fait l’objet de la publication n°1 présentée dans le premier 
chapitre du mémoire. Je me suis également intéressée au rôle de DMI3 dans l'épiderme et 
dans le cortex au cours de l'infection par Rhizophagus irregularis. Les résultats obtenus  sont 
décrits  le manuscript soumis pour publication n°2 et constituent le deuxième chapitre. 
 
61 
 
En prolongation de cette étude, j'ai entrepris, une collaboration avec Mireille Chabaud, de 
l'équipe David Barker/Pascal Gamas, un travail visant à déterminer comment l'expression de 
DMI3 restreinte à l'épiderme influe sur la fréquence des oscillations calciques accompagnant 
l'infection par Rhizophagus irregularis. Le principe de cette approche, ainsi qu’une étude que 
j’ai realize sur le role d’IPD3, protein partenaire de la CCaMK, dans les différents tissus 
racinaires au cours des processus d’infection et d’organogénèse sont traits dans la section 
Discussion. 
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1. Chapitre 1 : Rôle de DMI3 dans la coordination entre l’épiderme 
et le cortex au cours de l’interaction symbiotique entre M. 
truncatula et S. meliloti 
 
L'utilisation d'un système rapporteur nous a permis, dans un premier temps, d'analyser 
l’expression spatio-temporelle du gène DMI3 au cours de l’établissement de la symbiose 
rhizobienne, et de montrer que son activation a lieu à la fois dans l’épiderme et dans le cortex 
de la racine en réponse  à l’inoculation par S. meliloti. 
Dans un deuxième temps, nous nous sommes alors intéressés au rôle que pouvait jouer DMI3 
dans ces deux tissus en découplant son activation de manière tissu spécifique. Des travaux 
réalisés dans l'équipe ont permis de valider des promoteurs provenant de la tomate ou 
d'Arabidopsis comme spécifiques de l'épiderme ou du cortex chez M. truncatula. Le gène de 
CCaMK a donc été placé sous le contrôle de ces promoteurs spécifiques et introduit, via 
Agrobacterium rhizogenes, chez un mutant dmi3 et la capacité de ces différentes constructions 
à restaurer la nodulation et l’infection a été étudiée, pour déterminer si le messager secondaire 
responsable de la transduction du signal de l’épiderme vers le cortex intervient en amont ou 
en aval de la CCaMK. Une étude similaire avait été réalisée dans l'équipe par Sandra 
Bensmihen sur NFP, le récepteur présumé des facteurs Nod. L'expression très précoce de ce 
gène à la fois dans l’épiderme et dans le cortex au cours de l’interaction symbiotique avait 
conduit Sandra à analyser son rôle dans les différents tissus racinaires. L’association de nos 
résultats a permis de les conforter et a donné lieu à une publication dans laquelle nous 
proposons un modèle sur les rôles tissulaires de NFP et DMI3 dans le contrôle de 
l’organogénèse du nodule. 
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INTRODUCTION
Legumes can establish a root endosymbiosis with soil bacteria
called rhizobia. This association is of great agronomical and
ecological interest because the rhizobia can fix atmospheric
nitrogen and transfer it to the plant. During establishment of this
interaction the plant starts a new developmental programme
leading to the formation of a new organ, the root nodule, where the
bacteria are hosted. The establishment and maintenance of this
symbiosis are dependent on a molecular dialogue between the plant
and the bacteria involving the production by rhizobia of lipo-
chitooligosaccharide molecules called Nod factors (NFs). NFs are
responsible for the induction of early responses in the plant, such
as root hair (RH) deformation, calcium oscillations and expression
of genes known as early ‘nodulin’ genes, such as MtENOD11
(Oldroyd and Downie, 2008). Bacteria then attach to a RH and
underlying inner cortical cells are activated by the NF-producing
rhizobia to initiate new cell divisions leading to nodule primordium
formation (Timmers et al., 1999). Then the RH curls around
rhizobia, while the underlying outer cortical cells prepare for
bacterial entry by forming so-called pre-infection threads (PITs)
(Timmers et al., 1999). Rhizobia enter an RH inside an infection
thread (IT) that progresses through the epidermis into the cortex of
the root, its direction of growth directed by PITs, until it reaches
the dividing inner cortical cells (Timmers et al., 1999).
Thus, infection and nodule development are tightly coupled,
although they are initiated in different cell layers of the root. How
these two processes are coordinated remains elusive. Forward
genetic screens have revealed key players of the NF signalling
pathway in the two model plants Medicago truncatula and Lotus
japonicus. In M. truncatula, mutants in the Nod Factor Perception
(NFP) gene are the most dramatically impaired for the interaction
with the symbiont Sinorhizobium meliloti, as they do not nodulate
and do not show any symbiotic responses to either rhizobia or
purified NFs (Ben Amor et al., 2003). NFP encodes a receptor-like
kinase with three extracellular lysin motif (LysM) domains and an
inactive kinase domain (Arrighi et al., 2006). LysM domains have
been shown to bind to N-acetylglucosamine, chitooligosaccharides
and peptidoglycan (Kaku et al., 2006; Iizasa et al., 2010;
Petutschnig et al., 2010; Willmann et al., 2011) and it is believed
that NFP is an NF receptor, although no direct binding of NFs to
NFP has been shown. In addition to the complete loss of NF-
induced responses in nfp mutant roots, knockdown of NFP by
RNAi and genetic analysis have shown that NFP also controls
bacterial entry (Arrighi et al., 2006; Bensmihen et al., 2011). Other
symbiotic mutants of M. truncatula include the dmi (Does not
Make Infections) mutants, which define genes acting downstream
of NFP in the NF signalling pathway. These mutants are impaired
in their interaction with both rhizobia and arbuscular mycorrhizal
fungi, and as such the DMI genes (DMI1, DMI2 and DMI3) control
a ‘common symbiotic pathway’ leading to establishment of both
root endosymbioses (Catoira et al., 2000). DMI1 and DMI2 are
genetically upstream of DMI3 and are required for DMI3
activation. DMI3 encodes a calcium- and calmodulin-dependent
protein kinase (CCaMK) that is required to ‘decipher’ the calcium
oscillations (known as calcium spiking) triggered by the perception
of NFs. dmi3 mutants show no rhizobial entry, no nodule formation
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SUMMARY
Legumes have evolved the capacity to form a root nodule symbiosis with soil bacteria called rhizobia. The establishment of this
symbiosis involves specific developmental events occurring both in the root epidermis (notably bacterial entry) and at a distance in
the underlying root cortical cells (notably cell divisions leading to nodule organogenesis). The processes of bacterial entry and nodule
organogenesis are tightly linked and both depend on rhizobial production of lipo-chitooligosaccharide molecules called Nod factors.
However, how these events are coordinated remains poorly understood. Here, we have addressed the roles of two key symbiotic
genes of Medicago truncatula, the lysin motif (LysM) domain-receptor like kinase gene NFP and the calcium- and calmodulin-
dependent protein kinase gene DMI3, in the control of both nodule organogenesis and bacterial entry. By complementing mutant
plants with corresponding genes expressed either in the epidermis or in the cortex, we have shown that epidermal DMI3, but not
NFP, is sufficient for infection thread formation in root hairs. Epidermal NFP is sufficient to induce cortical cell divisions leading to
nodule primordia formation, whereas DMI3 is required in both cell layers for these processes. Our results therefore suggest that a
signal, produced in the epidermis under the control of NFP and DMI3, is responsible for activating DMI3 in the cortex to trigger
nodule organogenesis. We integrate these data to propose a new model for epidermal/cortical crosstalk during early steps of
nodulation.
KEY WORDS: Medicago truncatula, Root nodule symbiosis, Root epidermis/cortex, Crosstalk, Long distance signalling, LysM-RLK, CCaMK
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and limited response to NFs. Gain-of-function approaches have
shown (both in M. truncatula and in L. japonicus) that DMI3
controls nodule organogenesis, as autoactive forms of DMI3 can
induce the spontaneous formation of nodules in the absence of
rhizobia (Gleason et al., 2006; Tirichine et al., 2006). The
calmodulin-binding domain of the product of the L. japonicus
orthologue of DMI3, CCaMK, is important for rhizobial infection
(Shimoda et al., 2012). Moreover, spontaneous nodules formed in
L. japonicus mutants carrying a constitutively active form of a
cytokinin receptor cannot be infected in the absence of CCaMK
(Hayashi et al., 2010; Madsen et al., 2010). Finally, a DMI3 gene
from rice can complement a M. truncatula dmi3 mutant for nodule
organogenesis, but does not restore normal infection (Godfroy et
al., 2006), indicating that legume-specific features of DMI3 are
required for rhizobial infection.
Thus, both NFP and DMI3 control rhizobial infection and
nodule organogenesis, and NFP also controls NF perception. Here,
we investigated further the respective roles of NFP and DMI3 in
these symbiotic processes in the different cell layers of the root.
Although intracellular infection and nodule organogenesis need to
be tightly associated for the establishment of the root nodule
symbiosis, these two developmental processes can be genetically
uncoupled (Oldroyd and Downie, 2008). Therefore, crosstalk
between the epidermis and the cortex is necessary for spatially
coordinating and synchronising nodule organogenesis with
bacterial infection. However, the tissue-specific contributions of
players of NF signalling in this crosstalk have never been
addressed. Moreover, very little is known about the mechanisms
that synchronise cortical cell division (CCD) in the inner cortex and
IT formation in overlying RHs.
In this study, we have shown that both NFP and DMI3 are
expressed in the epidermis and in the root cortex. Based on this
observation, we studied their respective contributions in the control
of epidermal and cortical events. To do so, we complemented nfp
and dmi3 mutants using tissue-specific expression of NFP and
DMI3, respectively, and looked for the restoration of an early NF
signalling event (MtENOD11 induction), IT formation and nodule
organogenesis.
MATERIALS AND METHODS
Plant growth conditions
nfp-2 pMtENOD11:GUS (Arrighi et al., 2006), dmi3-1 [TRV25 allele,
(Lévy et al., 2004)] and dmi3-1 pMtENOD11:GUS lines (Catoira et al.,
2000) in the M. truncatula cv. Jemalong A17 wild-type background were
used for all complementation experiments. pNFP:GUS stable lines were
obtained by transforming M. truncatula cv. 2HA by Agrobacterium
tumefaciens strain AGL1 carrying the pLP100-pNFP:GUS plasmid
described by Arrighi et al. (Arrighi et al., 2006). The pNFP:GUS
expression profile was tested in three independent T3 lines.
Surface-sterilised seeds were sown on agar plates and placed for 3 days
in the dark at 4°C then left overnight at 25°C to germinate.
For root transformation, we used ARqua1 Agrobacterium rhizogenes as
described by Boisson-Dernier et al. (Boisson-Dernier et al., 2001). A.
rhizogenes transformed roots were selected by GFP expression and
kanamycin resistance conferred by the pCambia2202 binary vector
(http://www.cambia.org/daisy/cambia/585#dsy585_Description).
For nodulation assays, transformed plants were transferred to sepiolite
(Agrauxine, Quimper)/sand (2:1 volume mix) pots and grown at 25°C with
18 hour light/6 hour dark cycles (Catoira et al., 2000).
Rhizobial strains and inoculation
Wild-type S. meliloti RCR2011 (pXLGD4) (GMI6526) was grown at 28°C
in tryptone yeast medium supplemented with 6 mM calcium chloride and
10 g/ml tetracycline.
The bacteria were ‘scratched’ from the plate after 2 days and
resuspended in sterile water. Plants were inoculated twice, at 7 days and 14
days after transfer to pots, with 2 ml of inoculum, adjusted to OD6000.2,
per plant.
Plasmid constructs
All NFP cloning was performed using the Multisite Gateway technology
(Invitrogen), with BP and LR reactions according to the manufacturer’s
instructions. Promoter sequences were introduced in pDONR P4-P1R,
NFP coding sequence was reconstructed with the extracellular domain
(up to the juxtamembrane domain) in pDONR 221 and the kinase
domain in pDONR P2R-P3. All fragments were amplified using either
TaKaRa LaTaq (Takara Bio, Japan) or Phusion High Fidelity DNA
polymerase (Finnzymes, Finland). All NFP amplifications used p2201-
NFP (Arrighi et al., 2006) as a template. The gen1-1:GUS construct
described by Bucher et al. (Bucher et al., 2002) was used as a template
for pLeEXT1 and the pGII124-PCO2-HYFT construct (kindly provided
by R. Heidstra, Department of Molecular Genetics, Utrecht University,
Utrecht, The Netherlands) for pCO2. The different PCR fragments were
obtained using the primers specified in supplementary material Table S1.
Each fragment was subcloned and sequenced in the pGEM-T vector
(Promega, USA) and subsequently introduced in the corresponding
pDONR vector (Invitrogen) by BP reaction. The three ‘ENTRY clones’
generated in this way were then used for a LR recombination using
pAM-pAT-multi as a destination vector [kindly provided by L.
Deslandes, Laboratoire des Interactions Plantes Micro-organismes
(LIPM), Toulouse, France]. The recombined sequence obtained was then
taken out of pAM-pAT-multi by AscI and PmeI digestion and subcloned
in a pCambia2202 vector, modified for its multiple cloning sites to
introduce an AscI site, using the AscI and SmaI restrictions sites.
The plasmid containing both the pLeEXT1:NFP and the pCO2:NFP
constructs was obtained by ligating two AscI/PmeI fragments (containing
pLeEXT1:NFP and pCO2:NFP, respectively) in a pCambia2202 vector
digested by AscI only.
pCO2 and pLeEXT1 promoters, amplified with
pCO2forEcoRI/pCO2revKpnI and pLeEXT1for-EcoRI/pLeEXT1rev-KpnI,
respectively, were also introduced by a classical (restriction enzyme)
cloning method in the EcoRI/KpnI sites of pCambia2202, giving the
pCambia2202:pLeEXT1 and pCambia2202:pCO2 vectors. NFP versions
with these constructs were also generated and gave similar results to the
Gateway constructs.
The pDMI3:DMI3 construct (p135H) was described by Lévy et al.
(Lévy et al., 2004). To place the cDNA of the full length DMI3 sequence
(denoted c-DMI3) under the control of tissue-specific promoters, an
XbaI/SalI fragment of the plasmid pGreen49:p35S:c-DMI3 (C.R.,
unpublished data) was introduced in pCambia2202:pLeEXT1 or
pCambia2202:pCO2 vectors digested by the same enzyme combination.
For the plasmid containing both pLeEXT1:DMI3 and pCO2:DMI3, a
XhoI/PstI fragment of the pCO2:DMI3 construct was introduced in the
pCambia2202:pLeEXT1-DMI3 vector digested by SalI/PstI.
pCO2:GUS and pDMI3:GUS constructs were obtained by LR
recombination in the Gateway destination vector pKGWFS7.0 (Karimi et
al., 2002). Promoter sequences were obtained with the attB1for_PCO2/
attB2rev_PCO2 and attBpDMI3F/ attBpDMI3R primers and subcloned by
BP reaction in pDONR 221.
pLeEXT1:GUS corresponds to the gen1-1:GUS described by Bucher
et al. (Bucher et al., 2002) and was kindly provided by M. Bucher to A.
Niebel (LIPM, Toulouse, France).
NF treatment
Purified NFs from the S. meliloti wild-type strain RCR2011 were provided
by F. Maillet (LIPM, Toulouse, France) and used at 10–9 M working
solution in sterile water.
Transformed roots were transferred to pouch paper/Farhaeus agar plates
and incubated for 16 hours in a growth chamber at 25°C with 16 hour
light/8 hour dark cycle after either water or NF treatment as described
previously (Andriankaja et al., 2007).
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Microscopy methods
Histochemical -glucuronidase (GUS) tests were performed as described
previously (Journet et al., 2001). Whole root segments were stained for
GUS activity for 3 hours at 37°C with the magenta-glucA (5-bromo-4-
chloro-3 indolyl glucuronide, cyclohexylammonium salt) substrate
(Duchefa Biochemie, The Netherlands). To visualise bacterial infection,
whole roots were fixed under vacuum for 15 minutes with 1.5%
glutaraldehyde phosphate-buffered solution followed by one hour fixation
in the same solution. Histochemical staining of -galactosidase activity
expressed by the plasmid pXLGD4 was performed as described previously
(Ardourel et al., 1994). Whole root segments were observed with a Leica
MZFLIII stereomicroscope (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany).
For further analysis, 70 m- or 50 m-thick and 5 m-thick sections
were made using a vibratome (Leica VT1000S) or a microcut (2040
Reichert Jung), respectively. Fragments were embedded in 4% agarose
solution for the 70 m- or 50 m-thick sections and in Technovit 7100
resin (Heraeus Kulzer, Wehrheim, Germany) for the 5 m sections.
Observations were performed on a Zeiss Axioplan2 imaging microscope.
Statistical analyses
Non-parametric Kruskal-Wallis tests were performed using the Statgraphics
Centurion software (Sigma Plus).
RESULTS
NFP and DMI3 are expressed both in the epidermis
and in the cortex of the root during nodulation
The NFP expression pattern in Medicago truncatula was
previously reported using Agrobacterium rhizogenes transformed
roots (Arrighi et al., 2006), but no root sections were performed.
To analyse this expression pattern further, we generated stable
pNFP:GUS plant lines and made sections on both non-inoculated
roots and roots inoculated with Sinorhizobium meliloti. In young
non-inoculated roots, pNFP:GUS expression was strong (Fig. 1A)
and we observed pNFP:GUS expression in the epidermis, as
previously shown (Arrighi et al., 2006), but also in cortical layers
(Fig. 1A). Upon inoculation at 4 days post inoculation (dpi),
pNFP:GUS was strongly and locally expressed in cortical cells
underlying IT progression and before any nodule ‘outgrowth’ could
be observed (Fig. 1B) but was weaker in the epidermis, as
previously shown by Arrighi et al. (Arrighi et al., 2006).
Subsequent pNFP:GUS expression was also observed, as
previously shown (Arrighi et al., 2006), in the infection zone of
mature nodules 10 dpi (data not shown).
The DMI3 tissue expression pattern in M. truncatula has so far
been described only in RHs (Smit et al., 2005) and nodules
(Limpens et al., 2005) but no other root cell layer or spatiotemporal
expression data during nodulation are available. Thus, we
introduced a pDMI3:GUS construct in wild-type roots by A.
rhizogenes transformation and looked for its tissue expression
pattern in non-inoculated roots and upon infection with S. meliloti.
Whereas in non-inoculated roots (Fig. 1C) GUS expression was
faint in the epidermis and in the cortex, it increased upon
inoculation at 2 dpi, especially in RH cells (Fig. 1D). During
infection, pDMI3:GUS expression was stronger in cortical cells
where ITs progressed and in the underlying layers in front of ITs
(Fig. 1E). In young nodules, pDMI3:GUS activity was detected in
the whole nodule cortex (data not shown). In mature nodules,
pDMI3:GUS was expressed in the infection zone at 12 dpi (Fig.
1F), as shown by Limpens and colleagues using in situ
hybridisation (Limpens et al., 2005).
Thus, before and during early steps of the M. truncatula/S.
meliloti symbiosis, both DMI3 and NFP were found to be
expressed in the epidermis and in the cortex and both were
upregulated in dividing cortical cells, ahead of IT progression. To
understand their respective contributions to the establishment of
symbiosis in the root epidermis and in the root cortex, we decided
to complement mutant plants by expressing DMI3 or NFP
specifically either in the epidermis or in the cortex.
pLeEXT1 and pCO2 as tissue-specific promoters in
M. truncatula roots
We chose pLeEXT1 for epidermal expression. This promoter,
originally described in tomato (Bucher et al., 2002), was shown to
be expressed specifically in M. truncatula RH cells (Mirabella et
al., 2004). Using a pLeEXT1:GUS construct, we checked for this
tissue-specific expression, before and after S. meliloti inoculation.
In non-inoculated plants, the observation of whole roots and root
sections revealed that pLeEXT1 was active in RH and non-RH
epidermal cells whereas no expression could be detected in the root
cortex (Fig. 2A,C). The expression of pLeEXT1:GUS decreased in
mature RHs and was absent in older parts of main roots, as
described by Mirabella et al. (Mirabella et al., 2004) (Fig. 2E).
pLeEXT1:GUS was thus expressed in the ‘NF susceptible zone’
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Fig. 1. Expression patterns of NFP and DMI3 promoter GUS
fusions in M. truncatula non-inoculated roots and upon
inoculation with S. meliloti. (A)Longitudinal section of a non-
inoculated pNFP:GUS root showing expression in both the epidermis
and the cortex. (B)Transverse section showing that pNFP:GUS
expression is highly induced in nodule primordia (4 dpi) opposite IT
progression (arrow). (C)Root section from pDMI3:GUS non-inoculated
roots. (D)pDMI3:GUS expression is enhanced in RHs and the cortex, 2
dpi with S. meliloti. (E)pDMI3:GUS expression upon rhizobia infection,
4 dpi. A progressing IT is shown by an arrow. (F)pDMI3:GUS expression
in the infection zone of an elongated nodule, 12 dpi with S. meliloti.
For roots transformed with the pDMI3:GUS construct, six to 13
independent plants were sectioned for each time point and
representative profiles are shown. For pNFP:GUS, stable transgenic
plants were used. GUS activity is shown in magenta; -galactosidase
activity revealing bacterial presence is shown in blue in B, E and F. A is a
5m-thick section, B-F are 50m-thick sections. Scale bars: 100m.
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where the plant can perceive rhizobia (Bhuvaneswari et al., 1981).
Upon S. meliloti inoculation, epidermal expression of
pLeEXT1:GUS was unchanged in young roots and was absent
from nodules, consistent with the fact that nodules do not have an
epidermal cell layer (Fig. 2E) (data not shown).
For cortical expression, we used pCO2 from Arabidopsis
(Heidstra et al., 2004). To our knowledge, this promoter had not
been tested in Medicago and we checked its expression using a
pCO2-driven GUS reporter gene (Fig. 2). In non-inoculated roots
(Fig. 2B), pCO2:GUS was absent from the root epidermis and
present throughout the cortex, as shown by cross-sections (Fig.
2D). During nodulation, GUS expression was detected in the
dividing cells of the root cortex forming young nodules (Fig. 2F).
In more mature nodules (10 dpi), GUS expression was clearly
visible in the apex of nodules adjacent to the infection zone (Fig.
2G).
To check further the validity of both promoters for our tissue-
specific complementation assays, we took advantage of a very
sensitive reporter gene, pMtENOD11:GUS, which is only
expressed in the epidermis in response to purified NFs (Charron et
al., 2004; Journet et al., 2001). As NFP is a presumptive NF
receptor, we used pLeEXT1:NFP and pCO2:NFP to complement
nfp pMtENOD11:GUS mutant plants and looked for the ability of
each construct to restore pMtENOD11:GUS activity upon
application of purified NFs. As shown in Fig. 3, pLeEXT1:NFP
(Fig. 3C, n26/54), but not pCO2:NFP (Fig. 3B, n0/26), could
complement for pMtENOD11:GUS expression upon NF
application at 10–9 M, as did the pNFP:NFP construct (Fig. 3D,
n26/45). This indicates that pLeEXT1:NFP is correctly expressed
in the epidermis to allow NF perception. By contrast, the absence
of pMtENOD11:GUS induction by the pCO2:NFP construct
strongly indicates that there is no NFP expression in the epidermis,
or that it is not sufficient to lead to pMtENOD11:GUS expression.
Therefore, the use of the pLeEXT1 and pCO2 promoters seemed
appropriate, as they were able to restrict the expression of a
reporter gene in the specific cell types.
Epidermal expression of DMI3 can rescue bacterial
infection whereas epidermal expression of NFP
rescues nodule organogenesis
Next, we tested the ability of the pLeEXT1:NFP and
pLeEXT1:DMI3 constructs to complement nfp pMtENOD11:GUS
and dmi3 pMtENOD11:GUS plants, respectively. We examined
plants at 7 dpi and 21 dpi both for infection (i.e. presence of ITs)
and for different steps of nodule organogenesis [initial CCDs
leading to visible bumps, small round nodules and pink (functional)
elongated nodules]. We also analysed pMtENOD11:GUS
expression in inoculated plants because pMtENOD11:GUS is also
expressed in response to bacterial infection. Indeed, Journet et al.
have shown that the expression of pMtENOD11:GUS is
widespread along the root epidermis in response to NF-producing
rhizobia whereas it becomes restricted to infection sites when the
bacteria start entering RHs. Later on, pMtENOD11:GUS expression
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Fig. 2. Expression patterns of pLeEXT1 and pCO2 promoter GUS
fusions in M. truncatula wild-type non-inoculated roots and
upon inoculation with S. meliloti. (A)pLeEXT1:GUS and (B)
pCO2:GUS in non-inoculated whole roots. (C,D)Transverse non-
inoculated root sections showing expression of pLeEXT1:GUS in the
root epidermis, but no detectable expression in the cortex (C) and
expression of pCO2:GUS in the root cortex but not in the epidermis (D).
(E)pLeEXT1:GUS in transformed wild-type root, 7 dpi with S. meliloti,
showing expression in a young lateral root but not in a nodule.
(F)pCO2:GUS activity is clearly detected inside a young bump (dividing
cortical cells) (4 dpi) prior to infection (a progressing IT is shown by an
arrow) but is still absent from the epidermis. (G)Nodule section at 10
dpi showing strong pCO2:GUS activity in the nodule apex. An IT is
shown by an arrow. GUS activity is shown in magenta; -galactosidase
activity revealing bacterial presence is shown in blue in F. D is a 5m-
thick section, C, F and G are 50m-thick sections. Scale bars: 1 mm in
A,B,E; 100m in C,D,F,G.
Fig. 3. Induction of pMtENOD11:GUS expression in pCO2:NFP-,
pLeEXT1:NFP- or pNFP:NFP-transformed nfp pMtENOD11:GUS
roots by pure Nod Factor treatment. (A-D)nfp pMtENOD11:GUS
roots were transformed by an empty vector (A), pCO2:NFP (B),
pLeEXT1:NFP (C) or pNFP:NFP (D) and treated with 10–9 M purified NF
from S. meliloti for 16 hours. GUS activity is shown in magenta. Scale
bars: 1 mm. D
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is also associated with nodule organogenesis in the root cortex
(Journet et al., 2001).
Whereas nfp and dmi3 mutants were completely deficient for
infection, cell division and pMtENOD11:GUS expression at any
time after inoculation (Fig. 4A, Fig. 5A), as previously described
(Ben Amor et al., 2003; Catoira et al., 2000), the pNFP:NFP nfp or
pDMI3:DMI3 dmi3 control plants showed young nodule formation
by 7 dpi (Fig. 4B). In the case of nfp pMtENOD11:GUS roots
complemented by pLeEXT1:NFP, strong epidermal
pMtENOD11:GUS expression could be seen at 7 dpi (Fig. 4C), but
rhizobia were only rarely entrapped in curled RHs, and, neither IT
initiation nor CCD could be observed (Fig. 4C,D). By contrast,
both pMtENOD11:GUS expression (Fig. 4E) and frequent IT
formation in RHs (Fig. 4F, Table 1) were observed with the
pLeEXT1:DMI3 construct in dmi3 pMtENOD11:GUS roots at 7
dpi, but no CCD was observed (Fig. 4F).
At 21 dpi, whereas the control pNFP:NFP and pDMI3:DMI3
constructs led to good nodule organogenesis and infection in their
corresponding mutant backgrounds (Fig. 5B, Fig. 6),
pLeEXT1:NFP nfp plants mainly showed bumps with typical
pMtENOD11:GUS expression (forming in 53/59 plants) (Fig. 6A)
and bacteria were entrapped in RHs but ITs were still absent (Fig.
5C). In pLeEXT1:DMI3 dmi3 plants, IT formation was frequently
observed but no CCD was ever seen opposite the ITs (36 plants)
(Fig. 5D, Fig. 6B). These ITs progressed within the epidermal cell
but were blocked at the junction with the cortical cell (Fig. 5D).
Therefore, epidermal NFP could trigger nodule organogenesis but
no IT formation, whereas epidermal DMI3 did not restore nodule
organogenesis but could restore IT formation restricted to the
epidermis.
No significant complementation for nodulation, infection or
pMtENOD11:GUS expression of the mutant phenotypes was
observed with the pCO2:NFP (n59) or pCO2:DMI3 (n18)
constructs (Fig. 6) (data not shown). Therefore, we investigated
whether expression of either gene simultaneously under both the
epidermal and the cortical promoters (i.e. pLeEXT1+pCO2) could
improve the restoration of infection and nodule organogenesis.
Combining epidermal and cortical expression
restores nodule organogenesis for DMI3
Constructs consisting of pLeEXT1:NFP and pCO2:NFP, or
pLeEXT1:DMI3 and pCO2:DMI3 cloned on the same plasmid
were introduced in A. rhizogenes for complementation studies in
nfp or dmi3 mutants.
In the case of NFP, at 7 dpi, the pLeEXT1:NFP+pCO2:NFP
construct did not significantly improve complementation compared
with the pLeEXT1-driven version alone. Thus, the
pLeEXT1:NFP+pCO2:NFP construct did not restore infection in
nfp plants as bacteria were still only entrapped in curled RHs and
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Fig. 4. Complementation of nfp and dmi3 pMtENOD11:GUS
plants by the pLeEXT1:NFP and pLeEXT1:DMI3 constructs at 7 dpi
with S. meliloti. (A)dmi3 pMtENOD11:GUS root transformed by an
empty vector. (B)dmi3 pMtENOD11:GUS root transformed by a
pDMI3:DMI3 construct showing a young infected nodule.
(C)Longitudinal section of nfp pMtENOD11:GUS root transformed with
the pLeEXT1:NFP construct showing strong epidermal
pMtENOD11:GUS expression but (D) only bacteria entrapped in curled
RH (arrow) and no ITs. (E)dmi3 pMtENOD11:GUS root transformed
with the pLeEXT1:DMI3 construct showing pMtENOD11:GUS
expression. (F)dmi3 pMtENOD11:GUS root transformed with the
pLeEXT1:DMI3 construct showing IT formation in an RH (arrow). GUS
activity is shown in magenta; -galactosidase activity revealing bacterial
presence is shown in blue in B, D and F. C is an 80m-thick section.
Scale bars: 100m.
Fig. 5. Complementation of nfp pMtENOD11:GUS and dmi3 plants by the pLeEXT1:NFP and pLeEXT1:DMI3, or the
pLeEXT1:NFP+pCO2:NFP and pLeEXT1:DMI3+pCO2:DMI3 constructs at 21 dpi with S. meliloti. (A)nfp pMtENOD11:GUS root transformed
by an empty vector. (B)nfp pMtENOD11:GUS root transformed by the pNFP:NFP construct, showing infected nodules. (C)nfp pMtENOD11:GUS
root transformed by the pLeEXT1:NFP construct, showing a bump with bacteria entrapped in a curled RH (arrow). (D)dmi3 root transformed by the
pLeEXT1:DMI3 construct showing an IT in an RH. (E)Section of a bump obtained with the pLeEXT1:NFP+pCO2:NFP construct in nfp
pMtENOD11:GUS roots did not show any infection and bacteria remained entrapped in a curled RH (arrow). (F)nfp pMtENOD11:GUS roots
transformed with the pLeEXT1:NFP+pCO2:NFP construct, showing uninfected nodules. (G)dmi3 (not transgenic for pMtENOD11:GUS) root
transformed by the pLeEXT1:DMI3+pCO2:DMI3 construct showing IT progression in RHs only and activation of CCD opposite the ITs (arrow).
(H)dmi3 (not transgenic for pMtENOD11:GUS) root transformed by the pLeEXT1:DMI3+pCO2:DMI3 construct, showing uninfected nodules. GUS
activity is shown in magenta; -galactosidase activity revealing bacterial presence is shown in blue in B-E and G. C and E are 5m-thick sections.
Scale bars: 1 mm in A,B,F,H; 50m in E; 100m in C,D,G. DE
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no ITs could be seen (data not shown). In the later stages, at 21 dpi,
the pLeEXT1:NFP+pCO2:NFP nfp plants showed CCD leading to
bump formation together with pMtENOD11:GUS expression
typical of young nodules (Fig. 5E, on 43/46 plants, Fig. 6A). More
uninfected nodules (Fig. 5F) were observed than with the
pLeEXT1:NFP construct: on 12/46 plants for the
pLeEXT1:NFP+pCO2:NFP construct versus 12/59 plants for the
pLeEXT1:NFP construct, with an average of 1.5 versus 0.54 per
plant (Fig. 6A). However, no IT formation could be detected
associated with these structures or with the bumps (Fig. 5E).
For DMI3, the pLeEXT1:DMI3+pCO2:DMI3 construct could
restore CCD opposite ITs (11/23 plants, Fig. 5G) as soon as 7 dpi
in dmi3 plants, which was never observed with pLeEXT1:DMI3 or
pCO2:DMI3 alone (n30 and n23, respectively). Moreover, IT
numbers, although still higher than with pDMI3:DMI3, were
reduced compared with complementation with pLeEXT1:DMI3,
indicating partial restoration of the control of infection events
(Table 1). At later stages (21 dpi), bumps and uninfected nodules
were also formed (Fig. 5H, in 14/36 plants, Fig. 6B). However, no
progression of ITs into the cortex (Fig. 5G) was observed.
Thus, compared with expression restricted just to the epidermis,
the additional expression of DMI3 in the cortex allowed CCD and
nodule organogenesis to proceed and restored some negative
feedback on epidermal IT formation. For NFP, nodule
organogenesis, already observed with the pLeEXT1:NFP construct,
was significantly improved with the pLeEXT1:NFP+pCO2:NFP
construct. However, in both cases, the use of the pLeEXT1+pCO2
constructs did not restore the progression of infection in the nfp and
dmi3 mutants.
DISCUSSION
The coordinated control of rhizobial infection and nodule
organogenesis leading to successful establishment of root nodule
symbiosis is poorly understood. Previous data have shown that the
cortex prepares for IT progression [with PITs (Timmers et al.,
1999) and calcium spiking (Sieberer et al., 2012)] and it has been
proposed that secondary signalling transmits information from the
site of bacterial entry in RHs to trigger cell divisions within the
cortex for nodule organogenesis (for a review, see Oldroyd et al.,
2011). However, no studies have uncoupled the respective
contributions of these two cell layers. Here, we have used tissue-
specific promoters to drive the expression of NFP and DMI3 either
in the epidermis or in the cortex to uncouple their epidermal and
cortical contributions to the control of rhizobial infection and
nodule organogenesis.
NFP and DMI3 are expressed in both the epidermis
and the cortex
NFP and DMI3 were fused to the GUS reporter gene to analyse their
spatiotemporal expression patterns during early symbiotic steps. For
both pNFP:GUS and pDMI3:GUS, we detected constitutive
expression (prior to rhizobial inoculation) that was uniform in the
root epidermis and in the root cortex. This is compatible with very
early symbiotic roles of NFP and DMI3. Upon rhizobial inoculation,
pNFP:GUS expression was quickly and strongly upregulated and
became restricted to cortical cells underlying ITs growing in RHs.
pDMI3:GUS expression was first upregulated in RHs, prior to IT
formation (at 2 dpi), and then in cortical cells underlying or
containing ITs. For both promoters, the enhanced expression levels
appeared to precede actual infection and CCD, suggesting that these
genes control early steps of both processes and have important
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Table 1. Quantification of infection thread formation in root hairs in dmi3 pMtENOD11:GUS plants complemented by the
pDMI3:DMI3, pLeEXT1:DMI3 or pLeEXT1:DMI3+pCO2:DMI3 constructs at 7 dpi with S. meliloti
Constructs
pDMI3:DMI3 pLeEXT1:DMI3 pLeEXT1:DMI3 +pCO2:DMI3
Infection threads/cm (mean) 3.7a 13.5b 8.1c
Number of roots 37 91 75
Results are averages of three experiments.
a,b,cStatistically different means, as shown by Student’s t-test (P<0.001).
Fig. 6. Quantification of the different nodule organogenesis
structures observed in nfp and dmi3 roots transformed with the
different tissue-specific constructs at 21 dpi with S. meliloti. The
mean number of each type of structure was calculated for: bumps (grey
bars), small uninfected nodules (dotted bars), small infected and
uninfected nodules (white bars) and pink elongated nodules (black
bars) observed at 21 dpi with S. meliloti. (A)nfp mutant roots
transformed by the pCO2:NFP, pLeEXT1:NFP, pLeEXT1:NFP+pCO2:NFP
or pNFP:NFP constructs, on 46-59 transformed plants (per construct)
from two independent experiments. (B)dmi3 mutant roots transformed
by the pCO2:DMI3, pLeEXT1:DMI3, pLeEXT1:DMI3+pCO2:DMI3 or
pDMI3:DMI3 constructs, on 34-36 transformed plants (per construct)
from three independent experiments. Error bars represent the 95%
confidence interval. Statistical difference of the means (inside the same
structure category) was assessed by a Kruskal-Wallis (non parametric)
test, the different categories discriminated by this test (with P<0.01) are
shown by lower-case letters. D
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symbiotic roles not only in the epidermis for initial NF perception,
but also in the cortex for subsequent steps.
pLeEXT1 and pCO2 are useful promoters for
tissue-specific complementation approaches in 
M. truncatula
As described by Mirabella et al. (Mirabella et al., 2004), we
demonstrated that the tomato promoter pLeEXT1 has good root
epidermis specificity in M. truncatula. Moreover, the
pLeEXT1:GUS epidermal pattern and its absence of expression in
the cortex were conserved during nodulation. Furthermore,
pLeEXT1:NFP could complement nfp mutants for the well-
characterised epidermal NF-specific response that is the induction
of pMtENOD11:GUS. pCO2:GUS activity was detected in all
cortical layers of the root, but not in epidermal cells. Upon
nodulation, pCO2 activity was also clearly restricted to internal
parts of the root, notably dividing cortical cells. Furthermore, the
fact that no CCD and no pMtENOD11:GUS activity could be
observed with pCO2:NFP or pCO2:DMI3 alone in the
corresponding mutant backgrounds showed that pCO2 activity in
the epidermis of M. truncatula roots was either absent or too weak
to allow any induction of these symbiotic responses.
Taken together, these data support the suitability of pLeEXT1
and pCO2 promoters for tissue-specific complementation
approaches during symbiotic events in M. truncatula.
Nodule organogenesis is controlled by epidermal
NFP and by both epidermal and cortical DMI3
Our observation that restricting NFP expression to the epidermis
was sufficient to induce nodule organogenesis suggests that NFP
acts in a non-cell-autonomous manner to trigger cell divisions in
the cortex. Because multiple cell layers separate the site of initial
bacterial contact at the RH surface from the site of cell division in
the inner cortex, the role of a secondary signal has been suggested
for the induction of these cell divisions (Oldroyd et al., 2011). Our
observation that epidermal NFP expression is sufficient to induce
nodule organogenesis supports this hypothesis. NFP would thus be
required to perceive NFs in the epidermis and generate this
secondary signal, but would not be necessary in inner tissues for
induction of CCD and nodule organogenesis (Fig. 7).
Unlike NFP, epidermal DMI3 expression was not sufficient to
restore induction of CCD. No CCDs were observed either in dmi3
mutants complemented by the pCO2:DMI3 construct, showing that
cortical expression of DMI3 is not sufficient. By contrast, when the
dmi3 mutant was complemented by the double construct with both
promoters, cell divisions occurred in the inner cortex leading to the
formation of small, uninfected nodules. These results show that the
induction of CCD requires expression of DMI3 both in the
epidermis and in the cortex (Fig. 7). Although the key role of
DMI3 in controlling CCD has already been demonstrated using
gain-of-function alleles (Gleason et al., 2006; Tirichine et al.,
2006), no data has so far shown the need for DMI3 in the cortex.
If nodule organogenesis requires secondary signalling between the
epidermis and the cortex, our results indicate that DMI3 is involved
at two different levels in this signalling mechanism. This CCaMK
would thus be required in the epidermis for the generation of a
secondary signal in response to NFs, and in the cortex for the
perception/transduction of this secondary signal (Fig. 7).
Epidermis-cortex signalling leading to nodule
organogenesis
The nature of the signal generated by epidermal NF perception and
which would trigger the organogenesis programme in the root cortex
is not known, but the hormones cytokinin and abscisic acid are
possible candidates as they are involved in nodule organogenesis
(Ding and Oldroyd, 2009; Frugier et al., 2008; Oldroyd and Downie,
2008). In L. japonicus, genetic studies have shown that the cytokinin
receptor gene LHK1 acts downstream of CCaMK (Hayashi et al.,
2010; Heckmann et al., 2011; Tirichine et al., 2007). Taken together,
we propose that cortical DMI3 acts upstream of cytokinin perception
to activate nodule organogenesis (Fig. 7) and that cytokinin is
probably not the secondary signal generated in the epidermis as
DMI3 would not be necessary in the cortex in this case (Fig. 7). This
is consistent with reports showing that cytokinin signalling is
restricted to cortical cells (Oldroyd et al., 2011; Plet et al., 2011).
Some authors have suggested that this secondary signal could
involve GRAS or ‘Notch-like’ transcription factor movement
(Hirsch and Oldroyd, 2009; Oldroyd and Downie, 2008). However,
as these transcription factors are genetically downstream of DMI3
both for epidermal and cortical responses (Gleason et al., 2006;
Marsh et al., 2007), this hypothesis is not compatible with the need
for DMI3 in the cortex. Calcium is also an interesting candidate,
but L. japonicus mutants with a very low epidermal calcium-
spiking response can induce cortical responses leading to nodule
organogenesis (Groth et al., 2010; Kosuta et al., 2011). If calcium
is not itself the secondary signal, the need for a CCaMK in the
cortex strongly suggests that the signalling pathway activated in the
cortex involves a calcium signal. New players such as nitric oxide
could also play a role in different steps of symbiosis establishment
(for a review, see Meilhoc et al., 2011).
Epidermal expression of DMI3, but not of NFP, is
sufficient for root hair infection
nfp and dmi3 mutant complementation by epidermal-driven genes
led to striking differences in the infection process, from which we
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Fig. 7. Model for the control of nodule organogenesis by NFP
and DMI3. Cortical cell division (CCD) can be triggered through a
signalling cascade that is activated by NFP and DMI3 in the epidermis.
This involves calcium spiking and leads to the activation of MtENOD11
expression in the epidermis. The nature of the secondary signal is
unknown and is unlikely to be cytokinins but would lead to the
activation of DMI3 in the cortex. In turn, cortical DMI3 would activate
the cytokinin production/signalling pathway (via the cytokinin receptor
CRE1) leading to CCD and nodule organogenesis.
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can conclude that NFP and DMI3 play distinct roles in the control
of IT initiation and progression. In dmi3 plants complemented by
pLeEXT1:DMI3, ITs were initiated and developed normally inside
RHs. This showed an important role for epidermal DMI3 in IT
formation, and is consistent with data obtained in L. japonicus in
which epidermal infection of spontaneous nodules (obtained by
activation of the cytokinin receptor LHK1) is not possible in a
ccamk mutant background (Hayashi et al., 2010; Madsen et al.,
2010). Furthermore, the fact that in dmi3 pLeEXT1:DMI3 plants
ITs aborted when they reached the apposed cortical cell (where
DMI3 was not expressed) indicates that DMI3 acts in a cell-
autonomous manner to control IT formation. The absence of IT
progression in the cortex is consistent with recent data showing that
high frequency calcium oscillations occur in the outer cortical cell
that will be infected, but not in the neighbouring cells (Sieberer et
al., 2012). Taken together, these data suggest an involvement of
DMI3 in the cortical infection process. Moreover, the leucine-rich
repeat receptor-like protein kinase (LRR-RLK) MtDMI2, which is
implicated in activating the CCaMK (Hayashi et al., 2010), is
expressed in the cortex during nodule development (Bersoult et al.,
2005).
In nfp mutant plants complemented by pLeEXT1:NFP, bacteria
could be entrapped in curled RHs, but no ITs were observed. It is
unlikely that the expression of NFP under the pLeEXT1 promoter
is incompatible with restoration of infection in RHs because wild-
type plants expressing pLeEXT1:NFP are not impaired for
nodulation (J. Cullimore, personal communication). The strong
activity of the native NFP promoter in cortical cells ahead of and
during infection (Fig. 1B) (Arrighi et al., 2006) is consistent with
a need for NFP in the cortex, possibly to control PIT formation,
which is tightly coupled with early steps of infection (Timmers et
al., 1999). Therefore NFP could control IT formation in a non-cell-
autonomous manner, which would be independent of the presence
of DMI3 in the cortex.
Because we did not obtain infected nodules when either NFP or
DMI3 expression was restricted to the epidermis or to the cortex,
and given the fact that both DMI3 and NFP are expressed in both
tissues when driven by their own promoters, we tested whether the
simultaneous expression of these genes in both tissues could restore
infection to mutant plants. The constructs combining the pLeEXT1
and pCO2 promoters were functional for nodule organogenesis, as
shown by the restoration of nodule formation in dmi3 plants and
increased nodule organogenesis in nfp plants. Also, in these
complemented dmi3 plants, there were significantly fewer ITs in
RHs compared with dmi3 pLeEXT1:DMI3 plants. This suggests a
negative control from dividing cortical cells on the number of
epidermal infection events, as described for cytokinin receptor
mutants (Gonzalez-Rizzo et al., 2006; Murray et al., 2007).
Full infection was not restored in either mutant by these double
constructs. An explanation for this could be that infection requires
a strict control of the timing and/or level of expression of NFP and
DMI3 between the epidermis and the cortex. Nevertheless, full
complementation with formation of infected functional nodules can
be obtained when NFP or DMI3 expression is driven by the CaMV
35S promoter (data not shown), which has been shown to be
strongly and constitutively expressed in most root tissues (Auriac
and Timmers, 2007). An alternative hypothesis is that in the
pLeEXT1+pCO2 double constructs, cortical expression of NFP
and DMI3 driven by the pCO2 promoter, though functional for
nodule organogenesis and the control of the number of infection
events, does not reach the critical level required in sub-epidermal
outer cortical cells for infection to proceed. This is supported by
the observation that IT progression in outer cortical cells during
early steps of nodulation is associated with a lower level of
pCO2:GUS activity compared with the inner dividing cortical cells
(Fig. 2F). Also, the pNFP:GUS and pDMI3:GUS constructs show
increased GUS expression associated with infection (Fig. 1B,E)
(Arrighi et al., 2006), suggesting that NFP and DMI3 have to be
expressed more highly for cortical cells to become infected.
However, as we cannot completely rule out other explanations,
such as a need for these genes to be expressed in other tissues, we
cannot formally conclude that cortical expression of NFP and
DMI3 is required for the infection process.
Concluding remarks
In this work we have shown that NFP and DMI3, through non-cell-
autonomous or cell-autonomous functions, control spatial
crosstalks between the epidermis and the cortex during
establishment of nodulation. We have also highlighted different
mechanisms underlying infection and nodule organogenesis, and
provided more data concerning the coordination of these symbiotic
processes. LYK3 is another putative NF receptor that is expressed
in both the epidermis and the cortex of M. truncatula roots (Haney
et al., 2011; Mbengue et al., 2010), and lyk3 mutants are defective
in both PIT formation and infection (Catoira et al., 2001). Hence,
LYK3 is also likely to play a role in coordinating the infection
process in both cell layers.
The approach that we used to uncouple the contributions of NFP
and DMI3 in two different cell layers of the root was a tissue-
specific complementation approach of symbiotic mutants. This
type of approach could be extended in M. truncatula and other
legume species by the discovery of endogenous tissue-specific
promoters, using tissue-specific transcriptomics, for example. Such
promoters should also be useful to study the involvement of
different cell layers in other plant/microbe interactions.
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2. Chapitre 2 : Contrôle de l’infection mycorhizienne par DMI3 de 
manière cellule autonome 
 
Nous avons montré que l’expression épidermique de NFP permet la formation de micro colonies au 
niveau de la courbure du poil absorbant, mais aucun cordon d’infection n’est observé. Cet arrêt très 
précoce du processus infectieux suggère que NFP n’est pas uniquement requis dans l’épiderme mais 
aussi dans le cortex pour que l’infection ait lieu. De plus, suite à l’inoculation par S. meliloti, NFP est 
rapidement et fortement exprimé dans le cortex. Pour rendre compte de ces observations, nous 
proposons dans l’article n°2 un modèle dans lequel l'expression de NFP dans les cellules du cortex 
constituerait un pré-requis à l'initiation des cordons d'infection au niveau des poils absorbants. NFP 
aurait donc un effet cellulaire non-autonome sur le contrôle de l'infection. 
Par ailleurs, le gène DMI3 appartenant à la voie de signalisation symbiotique commune, il est 
également nécessaire à la mise en place de la symbiose mycorhizienne à arbuscules. En effet, chez un 
mutant dmi3, les hyphes du champignon symbiotique parcourent la surface de la racine en formant de 
nombreux appressoria qui ne parviendront pas à pénétrer la couche épidermique. Par conséquent, 
aucun arbuscule n’est observé chez ce mutant. Nous avons cherché à savoir si pour l'infection par le 
champignon mycorhizien, comme pour l'infection par Sinorhizobium meliloti, DMI3 agit de façon 
cellule autonome, en permettant la pénétration des hyphes uniquement dans les tissus où il est 
exprimé. Nous avons donc testé si l'expression épidermique de DMI3 permettait aux hyphes du 
champignon de pénétrer cette couche épidermique. Par ailleurs, nous avons voulu déterminer si 
l’expression combinée de DMI3 à la fois dans l’épiderme et dans le cortex, permettait le 
développement des arbuscules dans le cortex. Les expériences de complémentation du mutant dmi3 
par des constructions exprimant DMI3 sous le contrôle des promoteurs tissus spécifiques en présence 
du champignon mycorhizien Rhizophagus irregularis font l’objet de l’article 2. 
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Introduction
Root endosymbioses are extremely important for the nutrition of 
plants. The arbuscular mycorrhizal (AM) symbiosis, involving 
fungi of the Glomeromycota phylum, is formed by 80% of ter-
restrial plant species and supplies plants with nutrients (mainly 
phosphate) and water.2 The Rhizobium-legume (RL) symbiosis, 
which is almost entirely restricted to the legume family, pro-
vides combined nitrogen to the plant partner. In the AM sym-
biosis, plant roots and fungal hyphae are intimately connected. 
The fungus develops intracellular structures called arbuscules 
inside the root cortex, and these are thought to be the main site 
of nutrient exchange between the fungus and the plant.2 In the 
RL symbiosis, the formation of nitrogen-fixing nodules requires 
coordination between the initiation of cell divisions in the cortex, 
responsible for nodule organogenesis and root infection by rhi-
zobia which starts at the epidermis and then progresses through 
the cortex to the nodule primordium.3,4 Thus, both rhizobial and 
fungal microsymbionts have to enter root tissues and reach corti-
cal cells to establish a functional symbiotic interaction. Moreover, 
the entry of both microsymbionts is tightly controlled by the host 
plant and is prepared in both cases in underlying cell layers by 
Legumes can form a nitrogen fixing symbiosis with soil bacteria called rhizobia (the RL symbiosis). they can also, like most 
plants, form symbiotic associations with arbuscular mycorrhizal (am) fungi, which facilitate plants’ phosphate nutrition. 
in both interactions, the symbionts are hosted inside the plant root. nitrogen-fixing rhizobia are housed in intracellular 
symbiotic structures within nodules, while am fungi form intracellular symbiotic structures, called arbuscules, within 
cortical root cells. these two endosymbioses present other similarities, including production by the microsymbionts 
of lipo-chitooligosaccharidic signals (nod Factors and myc-Lcos), and the involvement of common plant signaling 
elements. in Medicago truncatula, DMI3 encodes a calcium and calmodulin dependent protein kinase that is part of this 
common signaling pathway, while NFP encodes a Lysm domain receptor-like kinase involved in nod Factor perception. 
using tissue specific promoters, we recently uncoupled the roles of NFP and DMI3 in the cortex and the epidermis of the 
root during the RL symbiosis.1 here, we provide additional data showing a cell autonomous tissular contribution of DMI3 
in the am symbiosis, and we comment on a non-cell autonomous cortical role of NFP during rhizobial infection.
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calcium signaling and cellular modifications.5-7 Here, by study-
ing the infection process in Medicago truncatula mutant plants 
expressing either NFP or DMI3 only in the epidermis or only in 
the cortex, we investigated whether these key symbiotic genes act 
in a cell autonomous way or whether they are involved in cross-
talk between the epidermis and the cortex required to coordinate 
microsymbiont penetration of the root.
Results and Discussion
Both rhizobial and mycorrhizal infection are controlled by 
DMI3 in a cell autonomous way. The M. truncatula gene DMI3 
belongs to the common signaling pathway required for the estab-
lishment of both the RL and the AM symbiosis. DMI3 encodes 
a calcium and calmodulin dependent protein kinase (CCaMK) 
that is required to decipher the calcium oscillations triggered by 
the perception of the microsymbiont.8,9 During rhizobial infec-
tion, DMI3 is expressed both in the epidermis and in the cortex 
of roots.1 dmi3 mutants do not show any rhizobial entry or nod-
ule formation and show only limited responses to Nod Factors 
(NFs). In the presence of AM fungi, there is also no penetration 
of the microsymbiont into epidermal cells and, as a result, no 
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this construct did not restore arbuscule formation in the AM 
symbiosis and the AM infection phenotype was not different 
from that observed with the epidermal promoter alone. As dis-
cussed in the case of the RL symbiosis, we think that this may 
be due to an insufficient level of activity of the pCO2 promoter 
in those outer cortical cells underlying infection sites, which 
consequently does not confer a high enough expression level 
of DMI3 in the outer cortex for the infection process to occur. 
Alternatively, as shown recently for a M. truncatula phosphate 
transporter deficient mutant, which can be complemented only 
if the wild type allele is driven by its own promoter,11 a pre-
cise spatial and temporal control of DMI3 expression could be 
required for mycorrhizal infection. The need for cortical expres-
sion of DMI3 during infection is consistent with recent data 
obtained on calcium spiking in cortical cells of M. truncatula, 
showing that calcium oscillations precede the actual entry of 
ITs and fungal hyphae into outer cortical cells.7 Thus, it seems 
that DMI3 controls rhizobial and mycorrhizal infection in a 
cell autonomous way.
Epidermal rhizobial infection requires NFP-controlled 
crosstalk between the cortex and the epidermis of the root. 
NFP (Nod Factor Perception) encodes a receptor-like kinase 
protein possessing three extracellular LysM domains, presumed 
to perceive LCOs.12-14 Like dmi3 mutants, M. truncatula nfp 
mutants are blocked for root hair curling and IT formation 
but, in contrast to dmi3 mutants, they are not impaired for 
mycorrhization.15
When NFP was expressed under the control of the epider-
mal promoter in nfp roots, rhizobia were entrapped in curled 
root hairs, but no ITs were formed.1 This very early block in 
the symbiotic process suggests that restoration of IT forma-
tion requires expression of NFP not only in the epidermis, but 
arbuscules or vesicules are formed in the root cortex10 (Fig. 1A). 
Our approach consisted in introducing into dmi3 mutant roots, 
via Agrobacterium rhizogenes, a DMI3 wild type allele under the 
control of either pLeEXT1, an epidermis-specific promoter, or 
pCO2, a cortex-specific promoter,1 followed by analysis of sym-
biotic phenotypes.
While the pCO2:DMI3 construct had no effect on the dmi3 
mutant phenotype (21 plants tested), roots transformed by the 
pLeEXT1:DMI3 construct showed penetration of the fungus 
in the epidermis four weeks after inoculation by Rhizophagus 
irregularis (formerly known as Glomus intraradices). Most of the 
time the hyphae formed a coil, but remained blocked in the 
infected epidermal cell (Fig. 1C). Sometimes they grew between 
cortical cells (Fig. 1D), as in the positive control. However, 
hyphae very rarely entered cortical cells and arbuscules were 
only very occasionally observed (3 out of 36 plants from 4 inde-
pendent experiments, with 2, 4 and 5 arbuscules, respectively, 
per plant). Furthermore, no vesicules were observed, while all 
control (pDMI3:DMI3) dmi3 plants showed dense arbuscule 
and vesicule formation (Fig. 1B).
Thus, the infection phenotype observed with the epider-
mal DMI3 construct during the AM symbiosis is comparable 
to that conferred by this construct during the RL symbiosis.1 
Fungal hyphae, like infection threads (ITs), can enter epider-
mal cells but fail to progress intracellularly into the cortical 
cell layer where DMI3 is not expressed. This strongly suggests 
that DMI3 also needs to be present in the cortex for successful 
intracellular infection both by rhizobia and by AM fungi. We 
had previously shown that a construct combining DMI3 under 
the control of the epidermal and the cortical promoters, though 
functional since it provided a gain of function for nodule organ-
ogenesis, did not restore proper rhizobial infection.1 Similarly, 
Figure 1. mycorrhizal phenotypes of Medicago truncatula dmi3 mutant plants complemented by the pLeEXT1:DMI3 construct at 4 weeks post inocula-
tion with Rhizophagus irregularis. (A) dmi3 mutant root carrying an empty vector, showing hyphae developing only on the root surface. (B) dmi3 mu-
tant root complemented with the pDMI3:DMI3 construct showing dense arbuscule and vesicule formation. (C and D) dmi3 mutant root complemented 
with the pLeEXT1:DMI3 construct. (C) Showing hyphae developing on the root surface (arrow) and intracellular hyphae entering an epidermal cell 
(arrowhead). (D) intercellular colonisation in the cortex without arbuscule formation. Scale bars: 200 μm in (A and B); 25 μm in (C) and 100 μm in (D).
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and grown in a chamber at 25°C with 18 h light/6 h dark cycles. 
Roots were colored for mycorrhization by the ink and vinegar 
protocol20 and observed by light microscopy.
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probably also in the cortex, where it is expressed upon rhizobial 
infection when NFP is driven by its own promoter.1,12
However, as for DMI3, the infection phenotype of nfp roots 
carrying a construct combining NFP under the control of the 
epidermal and the cortical promoters was not different from 
roots in which NFP was only expressed in the epidermis. In 
this case, the need for a strict control of the timing and level 
of expression of NFP in the epidermis and in the cortex seems 
unlikely, since rhizobial infection is fully restored when NFP is 
expressed under the control of the constitutive p35S promoter. 
An insufficient expression of NFP due to a low activity of the 
pCO2 promoter in the outer cortex seems a more likely expla-
nation. Such a need for NFP in the cortex is consistent with the 
strong activation of the NFP promoter in underlying cortical 
cells, ahead of IT formation.1,12 Considering that cortical cells 
prepare for infection and guide IT progression,4 it is possible 
that NFP is involved in this process through a positive feed-back 
loop from the cortex to the epidermis. Since cortical expression 
of DMI3 is not required for IT initiation and progression in 
root hairs,1 cortical NFP proteins could act by a mechanism 
independent of DMI3, and thus independent of the activation 
of the common downstream signaling pathway. This would be 
consistent with the fact that, in Lotus japonicus, spontaneous 
nodules obtained with autoactive forms of CCaMK cannot be 
infected via root hairs in the double NF receptor mutant nfr1/
nfr5.16,17 This, together with the fact that NFs are not thought 
to penetrate into inner root tissues, suggests that the control of 
infection by signaling from cortical NFP is unlikely to involve 
NFs.
In the new model illustrating our data (Fig. 2), we propose 
that IT initiation in epidermal root hair cells is under the con-
trol of cortical cells, and that NFP plays an essential role in 
this mechanism via a non-cell autonomous function of the NFP 
protein.
Material and Methods
Plant growth conditions, plasmid constructs, rhizobial strains 
and inoculation and microscopy methods have previously been 
described.1
AM fungal inoculum was obtained from in vitro-grown 
hairy root cultures of carrot (Daucus carota) mycorrhized by 
Rhizophagus irregularis. For this, the entire contents of mycor-
rhized carrot root cultures grown on M medium as described 
previously,18 but solidified with 3 g/l phytagel, were mixed with 
4.25 ml of 0.1 M citric acid and 20.75 ml of 0.1 M sodium 
citrate in a total volume of 250 ml water. This mixture was 
blended in a commercial food processor to obtain a semi-liq-
uefied inoculum of spores and fragments of mycorrhized roots 
that was stored at 4°C. Three weeks after transformation, ali-
quots of inoculum were put at the same time as transformed 
plants into sepiolite (Brenntag) in falcon tubes as described,19 
Figure 2. model for the cellular roles of nFP and Dmi3 in the control 
of rhizobial infection in Medicago truncatula. nod Factors (nFs) trigger 
a nFP and Dmi3 dependent signaling mechanism in root hairs of the 
epidermis, which leads to the activation of nFP in underlying cortical 
cells (1); cortical nFP, in a nF- and Dmi3-independent manner, would 
signal back to the root hair to control infection thread (it) initiation (2); 
Subsequently, cortical Dmi3 would be activated to control the progres-
sion of the it into the cortex (3).
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L'infection et l'organogénèse sont des processus initiés de manière coordonnée dans deux 
tissus distincts, l'épiderme et le cortex interne. Chez des mutants de M. truncatula exprimant 
des formes de DMI3 constitutivement actives, on observe un découplage entre l’infection et 
l’organogénèse. Ces observations suggèrent que DMI3 joue un rôle déterminant dans la 
coordination de ces deux processus et intervient donc dans la communication entre l’épiderme 
et le cortex pour les synchroniser. Nous allons voir comment la confrontation de nos résultats 
avec des études récentes réalisées dans d'autres laboratoires peuvent nous permettre d’avancer 
dans la compréhension des mécanismes coordonnant les différentes étapes de la mise en place 
de la symbiose. 
 
1. Rôle de DMI3 dans l’organogénèse du nodule 
 
Les divisions corticales commencent alors que les bactéries sont encore localisées à 
l'extrémité du poil absorbant, à plusieurs assises cellulaires de distance du cortex interne. 
Comme il parait peu probable que ces divisions soient directement induites par les facteurs 
Nod qui ne semblent pas capables de pénétrer au-delà de la membrane des cellules 
épidermiques, l’hypothèse d’un mécanisme de signalisation entre l’épiderme et le cortex a été 
proposée (Goedhart et al., 2000; Oldroyd and Downie, 2008). Le fait que l'expression de NFP 
uniquement dans l'épiderme soit suffisante pour permettre l’organogénèse du nodule va dans 
le sens de l’existence d’un tel signal, émis à partir de l'épiderme en réponse aux facteurs Nod, 
et perçu dans le cortex où il va déclencher les divisions. En nous plaçant dans cette hypothèse, 
nous allons voir comment interpréter nos résultats qui montrent que l’organogénèse du nodule 
nécessite la présence de DMI3 à la fois dans l'épiderme et dans le cortex.  
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1. DMI3 serait impliqué dans l’épiderme pour l’émission d'un signal et dans 
le cortex pour sa réception  
 
Le rôle clé de DMI3 dans l’organogénèse nodulaire avait déjà été mis en évidence grâce aux 
formes auto actives (Gleason et al., 2006; Tirichine et al., 2006). En effet, des formes 
tronquées de DMI3 ne conservant que le domaine kinase (DMI3
1- 311
) ou modifiées par une 
mutation ponctuelle sur le site d’autophosphorylation (CCaMKT265D) induisent la formation 
de nodules spontanés en l’absence de toute stimulation symbiotique. En revanche, aucune 
donnée expérimentale ne permettait de préciser le niveau tissulaire auquel intervient la 
CCaMK, les modèles proposés dans la littérature situant son action uniquement au niveau de 
l'épiderme (Oldroyd and Downie, 2008). 
Notre travail a révélé le rôle crucial de DMI3 à la fois dans l'épiderme et dans le cortex pour 
déclencher les divisions des cellules corticales à l'origine du primordium nodulaire. Dans 
l'hypothèse où un messager secondaire assure la signalisation entre épiderme et cortex, DMI3 
interviendrait donc à plusieurs niveaux dans la voie de signalisation, à la fois en amont de ce 
messager secondaire, puisqu'il est nécessaire à sa production, et en aval de ce dernier puisqu'il 
est impliqué dans sa perception/transduction. Si ce résultat peut paraître surprenant, il existe 
cependant d’autres exemples de gènes symbiotiques intervenant à plusieurs niveaux dans la 
voie de signalisation tels que NSP1, NSP2 ou NIN (Oldroyd and Downie, 2008). Des 
mutations dans NSP1 et NSP2 abolissent l’induction de ENOD11 par les facteurs Nod et des 
formes auto actives de CCaMK ou de LHK1 n’induisent pas de nodules spontanés chez ces 
mutants (Catoira et al., 2000; Gleason et al., 2006; Oldroyd and Long, 2003; Tirichine et al., 
2007). Ces donnés suggèrent un rôle essentiel de NSP1 et NSP2 dans la signalisation 
symbiotique épidermique et corticale. De même, chez le mutant nin le nombre de cordons 
d’infection est diminué et aucun nodule n’est formé, que ce soit suite à l’inoculation par des 
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Figure 45.  Modèle illustrant le rôle 
de DMI3 dans  l’infection et les 
divisions des cellules corticales lors 
de la symbiose rhizobienne. 
Les facteurs Nod sont perçus au niveau de 
l’épiderme par des récepteurs LysM-RLK 
(NFP). Cette perception induit une cascade de 
signalisation qui déclenche des oscillations 
calciques dans le noyau du poil absorbant. 
Ces oscillations vont activer DMI3 dans 
l’épiderme, ce qui va lui permettre de 
phosphoryler ses protéines cibles conduisant à 
l’induction de l’expression des gènes 
symbiotiques (ENOD11)  et permettant 
l’infection rhizobienne. Le déclenchement à  
distance des divisions cellulaires corticales 
suggère l’existence d’un signal depuis 
l’épiderme vers le cortex pour induire ce 
processus. DMI3 est également requis dans le 
cortex pour la réception/transduction de ce 
signal. La nature de ce signal est inconnue 
mais le calcium intervient probablement pour 
activer DMI3. Les cytokinines (CK) 
interviennent en aval de DMI3 pour le 
déclenchement des divisions des cellules 
corticales. 
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bactéries ou via l’expression de  formes constitutivement actives de CCaMK ou de LHK1 
(Madsen et al., 2010; Marsh et al., 2007; Tirichine et al., 2007). NIN joue donc un rôle positif 
dans les réponses épidermiques et corticales. La nécessité de la présence de DMI3 à la fois 
dans l'épiderme pour générer le signal et dans le cortex pour le percevoir/transduire signifie 
que la protéine DMI3 épidermique interviendrait dans la production d'un signal dont le rôle 
serait d'activer la protéine DMI3 présente dans le cortex, directement impliquée dans 
l'induction des divisions corticales (Fig 45). Selon ce modèle, l'expression restreinte au cortex 
d'une forme auto-active de DMI3 devrait suffire à induire la formation de nodules spontanés, 
en absence de S. meliloti.  
Nous avons cherché à tester expérimentalement cette hypothèse. Nous avons donc construit 
une forme auto active de DMI3 avec la mutation ponctuelle (DMI3
T265D
), qui correspond à 
celle initialement identifiée chez L. japonicus. Cette forme DMI3
T265D 
ainsi qu'une forme 
tronquée DMI3
1-311
 ont été placées sous le contrôle des promoteurs tissus spécifiques ou du 
promoteur pDMI3 à titre de contrôle, et introduites, via A. rhizogenes, chez un mutant dmi3. 
Les résultats de ces expériences n’ont malheureusement pas permis d'obtenir des résultats 
suffisamment reproductibles, même pour les constructions témoins sous le contrôle du 
promoteur pDMI3, et nous n’avons pas pu conclure quant à la capacité des formes auto-
actives de DMI3 exprimées dans le cortex à induire l’organogénèse nodulaire.  
 
2. Parmi les gènes impliqués dans l’organogénèse nodulaire, quels sont ceux 
qui jouent un rôle dans l’émission du signal mobile depuis l’épiderme ? 
 
On peut supposer que les gènes situés en amont de DMI3 dans la voie de signalisation et 
nécessaires à la génération des oscillations calciques (NFP, DMI1 et DMI2) sont nécessaires 
pour l'activation de DMI3 dans l’épiderme, et donc pour l'émission du messager secondaire. 
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Par contre, il est plus difficile de savoir quels gènes parmi ceux intervenant en aval de DMI3 
sont également requis dans l'épiderme pour générer ce messager. Un moyen indirect de 
répondre à cette question pourrait être de déterminer si les gènes NIN, NSP1 et NSP2 placés 
sous le contrôle du promoteur cortical sont capables de restaurer l'organogénèse nodulaire 
chez les mutants correspondants. Si c'était le cas, cela indiquerait que ces gènes interviennent 
uniquement au niveau de la perception/transduction du signal mobile dans le cortex, mais ne 
sont pas requis pour sa production dans l'épiderme. 
 
3. Parmi les gènes impliqués dans l’organogénèse nodulaire quels sont ceux 
qui jouent un rôle dans la réception/transduction du signal mobile dans le 
cortex ? 
 
Selon notre modèle, si une mutation empêche la formation de nodules spontanés par une 
forme auto-active de DMI3, cela signifie que le gène affecté par la mutation intervient en aval 
de l'action de DMI3 dans le cortex. On peut donc supposer que les gènes NSP1, NSP2, LHK1 
et NIN, impliqués l’organogénèse et placés en aval de DMI3 dans la voie de signalisation, sont 
tous requis dans le cortex.  
En ce qui concerne les gènes situés en amont de DMI3, nos résultats montrent que NFP sous 
le contrôle du promoteur épidermique suffit à déclencher l'organogénèse nodulaire, ce qui 
indique que ce gène est nécessaire à la production du messager secondaire dans l'épiderme, 
mais n'est pas requis pour la perception/transduction de ce signal au niveau du cortex.  
Pour les gènes DMI1 et DMI2, dans la mesure où la nature du messager secondaire n'est pas 
connue, il est difficile de savoir a priori s'ils pourraient être impliqués dans la 
réception/transduction de ce signal mobile au niveau du cortex. Si on admet que DMI3 ne 
peut être activée que par le calcium, il faut considérer que le signal mobile soit lui-même un 
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signal calcique, ou qu’il génère un signal calcique dans le cortex. Une approche utilisant la 
microscopie confocale a montré qu’une signalisation calcique avait lieu dans l’épiderme au 
cours de processus infectieux, mais aussi dans le cortex externe pour permettre la progression 
du cordon d'infection dans les couches sous jacentes. Cependant, la microscopie confocale ne 
permet pas d’explorer le cortex interne afin de visualiser des oscillations calciques qui 
pourraient être associées à l’organogénèse nodulaire. Si une signalisation calcique intervenait 
dans le cortex interne, il serait raisonnable de penser qu’elle serait, comme dans l’épiderme, 
sous le contrôle de DMI1 et DMI2. Pour tester cette hypothèse, une approche indirecte 
pourrait consister à complémenter des mutants dmi1 ou dmi2 par des constructions exprimant 
les allèles sauvages de ces gènes uniquement dans l'épiderme. Si cette expression épidermique 
suffit à restaurer l'organogénèse, cela signifie que ces gènes n'interviennent qu'au niveau 
épidermique pour générer le signal. Au contraire, si aucun nodule n’est observé, cela pourrait 
indiquer que ces gènes sont également requis dans le cortex pour transduire ce signal et 
permettre la formation du nodule. 
 
2. Le rôle d'IPD3  
 
L'implication dans l'organogénèse nodulaire d'IPD3, le principal interacteur de DMI3 identifié 
jusqu’à présent, n'est pas clairement établie. En effet, le fait qu'un mutant ipd3 soit toujours 
capable de former des nodules (non fonctionnels) suggère que ce gène n'est pas nécessaire à 
l'organogénèse (Horvath et al., 2011). A l'inverse, le fait qu'une forme auto active de DMI3 
n’induise plus de nodules spontanés dans ce fond mutant suggère au contraire un rôle 
essentiel d'IPD3 dans l’organogénèse nodulaire (Ovchinnikova et al., 2011). S'il joue un rôle 
dans l'organogénèse, IPD3, qui intervient en aval de DMI3 pourrait donc être impliqué dans la 
réception/transduction du signal mobile dans le cortex, mais pourrait éventuellement être 
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également nécessaire à l'action de DMI3 dans l'épiderme. Nous avons réalisé des tests de 
complémentation du mutant ipd3 à l'aide de constructions exprimant IPD3 sous le contrôle du 
promoteur cortical, afin de voir si l'expression corticale d'IPD3 pouvait permettre d'améliorer 
la nodulation chez un mutant ipd3. Les nodules observés sont non fonctionnels, similaires à 
ceux du mutant non complémenté, et nous n’avons vu d’amélioration ni dans le nombre de 
nodules formés, ni dans l’infection. Ce résultat ne nous a pas permis de conclure quant à 
l'implication d'IPD3 dans l'organogénèse. Il est probable qu'en ce qui concerne l'infection, 
IPD3, comme DMI3, agisse de manière cellule autonome, et soit nécessaire dans tous les 
tissus traversés par les cordons d'infection.  
 
3. Quel pourrait être la nature du signal mobile ? 
 
La nature du signal généré par la perception des facteurs Nod dans l’épiderme et qui va 
induire les divisions cellulaires dans le cortex est encore inconnue, mais nos résultats 
permettent d’écarter certaines hypothèses. Les cytokinines sont des candidats potentiels 
puisqu’elles sont impliquées dans l’organogénèse nodulaire. Chez L. japonicus des études 
génétiques ont montré que le récepteur aux cytokinines LHK1 est situé en aval de DMI3 dans 
la voie de signalisation symbiotique (Hayashi et al., 2010; Madsen et al., 2010). Par 
conséquent, si les cytokinines jouaient le rôle de signal mobile de l’épiderme au cortex, la 
présence de DMI3 dans le cortex ne serait pas nécessaire à l’organogénèse du nodule. Nos 
résultats suggèrent que lorsque le signal mobile atteint le cortex, DMI3 est activé, ce qui 
déclenche les étapes de signalisation intervenant en aval, dont celles impliquant les 
cytokinines, ce qui conduit à la formation du nodule. Ceci est accord avec les observations 
montrant que la signalisation impliquant les cytokinines est restreinte aux cellules corticales 
(Oldroyd and Downie, 2008; Plet et al., 2011). 
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Les mutants nsp1 et nsp2 chez qui une forme auto active de CCaMK a été introduite ne 
forment pas de nodules spontanés, ce qui les situe également en aval de DMI3 (Gleason et al., 
2006). Chez ces mutants, aucune infection ni division des cellules corticales n’est observée et 
le gène ENOD11 n’est induit ni après inoculation par des bactéries ni après traitement par des 
facteurs Nod; en revanche, les oscillations calciques sont présentes (Catoira et al., 2000; 
Oldroyd and Long, 2003). NSP1 et NSP2 sont des facteurs de transcription à domaine GRAS. 
Une des propriétés de ce type de facteurs de transcription est leur capacité à se déplacer de 
cellule en cellule, et cette mobilité s’avère nécessaire pour leur fonction (Cui et al., 2007). 
Etant donné qu’ils semblent agir à plusieurs niveaux au cours du processus symbiotique, il a 
été proposé que ces gènes puissent aller depuis l’épiderme vers le cortex pour activer 
l’organogénèse nodulaire (Oldroyd and Downie, 2008).Cette hypothèse parait incompatible 
avec nos résultats, puisque ces gènes intervenant en aval de DMI3, la présence de ce dernier 
ne serait alors pas requise dans le cortex. NIN est un régulateur positif des réponses 
épidermiques conduisant à l’infection ainsi qu’un régulateur positif des réponses corticales 
déclenchant l’organogénèse du nodule. De la même manière que pour NSP1 et NSP2, les 
mutants nin exprimant une forme auto active de CCaMK ne produisent pas de nodules 
spontanés, ce qui situe ce gène également en aval de DMI3. Ceci indique que cette protéine ne 
peut pas non plus correspondre au signal mobile déclenchant l’organogénèse du nodule, 
comme cela avait été envisagé (Oldroyd communication orale European Nitrogen Fixation 
congress 2010).  
L’hypothèse d’un signal mobile de nature calcique ou associé à la génération d’un signal 
calcique nous semble donc à privilégier.  
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4. Rôle de DMI3 dans l’infection 
 
1. DMI3 fonctionne de manière cellule autonome pour contrôler le processus 
infectieux dans les symbioses rhizobienne et mycorhizienne 
 
Nous avons montré que l’expression épidermique de DMI3 permet de restaurer la formation 
d’un cordon d’infection chez le mutant dmi3, mais ce cordon reste bloqué dans l'épiderme. 
L’infection est donc restaurée dans le tissu où DMI3 est exprimé, mais ne peut se poursuivre 
dans les assises cellulaires dans lesquelles il n'est pas exprimé. Un phénotype similaire est 
observé pour la symbiose mycorhizienne, où l’expression épidermique de DMI3 permet aux 
hyphes de pénétrer dans les cellules épidermiques, mais pas dans les cellules corticales. Ces 
observations suggèrent fortement que ce gène agit de manière cellule autonome pour le 
processus d'infection dans les deux types de symbiose. Si DMI3 n’est pas exprimé dans un 
tissu, la signalisation symbiotique est interrompue, et la progression de l’infection est stoppée. 
Cependant, contrairement à ce qu'on pouvait attendre, une double construction exprimant 
DMI3 à la fois sous le contrôle du promoteur épidermique et du promoteur cortical ne restaure 
pas l’infection chez un mutant dmi3, les nodules formés restant vides de bactéries. Ce 
phénotype pourrait s'expliquer si l’infection nécessitait une régulation très fine du niveau 
d’expression de DMI3 dans l’épiderme et le cortex au cours de l’interaction. Cependant cette 
hypothèse parait peu probable puisque l'infection est restaurée chez un mutant dmi3 
complémenté par le gène DMI3 placé sous le contrôle du promoteur constitutif 35S du CaMV. 
L'hypothèse qui nous parait donc la plus probable serait que la double construction ne confère 
pas un niveau d’expression de DMI3 suffisant dans le cortex le plus externe, situé juste sous 
l’épiderme, pour permettre  la progression de l’infection. La fusion du gène GUS avec le 
promoteur cortical pCO2 a montré que l'expression du gène rapporteur était plus faible dans le 
 
74 
 
cortex externe que dans le cortex interne, ce qui va dans le sens d'un niveau d'expression 
insuffisant de DMI3 dans cette assise cellulaire au cours du processus infectieux.  
 
2. Expression de DMI3 et préparation cellulaire aux processus d'infection 
 
Les oscillations calciques ont lieu très précocement et tout au long du processus symbiotique 
et précèdent la progression du PIT ou du PPA jusqu'à ce que l’infection atteigne le cortex 
interne (Sieberer et al., 2012). Sieberer et al ont montré que la fréquence des oscillations 
calciques est un élément clé de la signalisation symbiotique qui va déterminer quelles cellules 
vont être infectées (Sieberer et al., 2012). Les oscillations à haute fréquence apparaissent 
uniquement dans les cellules qui s’apprêtent à être infectées. La présence de DMI3 paraît a 
priori nécessaire pour décoder ce signal. Une fusion transcriptionnelle entre le promoteur du 
gène DMI3 et le gène rapporteur GUS nous a permis de suivre le profil d’expression de DMI3 
au cours des différentes étapes de la mise en place de la symbiose chez M. truncatula. Cette 
étude a révélé que l’expression de DMI3 est modifiée suite à l’inoculation par S. meliloti. Le 
niveau d’expression de DMI3 augmente dans les poils absorbants avant la formation des 
cordons d’infection, puis dans les cellules corticales avant leur infection. Ce profil 
d'expression de DMI3 précédant l'infection semble donc coïncider avec l'apparition des 
oscillations calciques à haute fréquence. On peut imaginer que le processus infectieux 
implique un mécanisme d’activation en cascade de l'expression de DMI3, qui suivrait 
l'apparition des oscillations calciques et permettrait leur décodage, préalable nécessaire à la 
progression du cordon d'infection de cellule en cellule, jusqu’au primordium nodulaire. DMI3 
pourrait donc jouer un rôle dans l’engagement irréversible de ces cellules pour l’infection en 
transduisant ce signal via la phosphorylation de protéines cibles. On ne sait pas si ces 
protéines cibles sont les mêmes dans l’épiderme et dans le cortex, il serait donc intéressant de 
Figure 46.  Schéma illustrant le fonctionnement de la sonde caméléon 
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La CFP est fusionnée à la calmoduline (CaM), elle-même reliée au peptide M13 
(peptide reconnu par le complexe Ca 2+/CaM) ; M13 est enfin fusionné à la YFP.  
A, En absence de calcium, la CFP excitée à 440 nm va émettre une fluorescence à 480 
nm.  
B, En présence de calcium, le complexe Ca 2+/CaM  va venir s’associer au peptide 
M13, ce qui va provoquer un changement conformationnel de la sonde et un 
rapprochement des fluorophores (CFP et YFP). Par un mécanisme de FRET, la 
fluorescence émise par la CFP permettra d’exciter l’YFP qui émettra alors à 535 nm. 
Le changement de fluorescence ou plus exactement le rapport de fluorescence mesuré 
(535/480nm) est proportionnel à la quantité de calcium, permettant ainsi un dosage fin 
de la concentration de cet ion. 
Le FRET (Förster Resonance Energy Transfer ou transfert d'énergie entre molécules 
fluorescentes) est un transfert d’énergie sans émission de lumière résultant d’une 
interaction entre un donneur et un accepteur d’énergie où le spectre d’émission du 
donneur doit recouvrir, au moins partiellement, le spectre d’absorption de l’accepteur. 
CFP : Cyan Florescent Protein ; YFP : Yellow Florescent Protein ; M13 : peptide M13 
(myosin light chain kinase) relie les deux fluorophores.  
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comparer la régulation des gènes symbiotiques en aval de DMI3 selon que celui-ci est 
exprimé dans l’épiderme, dans le cortex, ou dans les deux types de tissus. 
Des oscillations calciques similaires à celles observées pour l’infection rhizobienne 
apparaissent dans le cas de la symbiose mycorhizienne, au cours de la progression de l’hyphe 
à travers les différentes assises cellulaires, ce qui suggère que DMI3 interviendrait de manière 
analogue dans ces deux types de symbioses. 
Les oscillations calciques sont un phénomène transitoire et cessent une fois que la cellule est 
infectée par le symbiote (Sieberer et al., 2012). Nous avons entrepris une collaboration avec 
Mireille Chabaud du groupe de David Barker afin de déterminer si cet arrêt des oscillations 
calciques est dû à un contrôle négatif exercé par DMI3. Mireille a mis un point système 
permettant de détecter les oscillations calciques dans des racines de M. truncatula en culture 
inoculées par G. gigantea. Les oscillations calciques sont détectées grâce à une sonde 
caméléon YC2.1 qui utilise le FRET (Förster Resonance Energy Transfer) pour visualiser des 
différences de concentration en calcium (Miwa et al., 2006) (Fig 46). Cette sonde a été 
fusionnée à une séquence d’adressage au noyau (Nup) afin de cibler les oscillations calciques 
nucléaires (Sieberer et al., 2009). Les racines de M. truncatula transformées par cette 
construction à l'aide d’A. rhizogenes sont mises en culture et inoculées avec G. gigantea, un 
champignon mycorhizien naturellement fluorescent qui permet une observation en 
microscopie confocale. Nous avons vu que lorsque l’expression de DMI3 est restreinte à 
l’épiderme, les hyphes restent bloqués dans cette assise cellulaire. Nous avons transformé des 
racines de M. truncatula avec la construction épidermique de DMI3 et la sonde caméléon afin 
d'analyser les oscillations calciques dans les tissus racinaires externes. Cet outil devrait 
permettre de déterminer dans quelle mesure l'expression de DMI3 dans l'épiderme peut influer 
sur la génération des oscillations calciques dans les cellules de l'épiderme et du cortex 
externe. 
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5. Conclusions 
 
Il est généralement admis que la symbiose rhizobienne a pu recruter, au cours de l'évolution, 
des éléments de signalisation symbiotique préexistants dans la symbiose mycorhizienne, 
beaucoup plus ancienne. Dans cet ensemble d'éléments qui constitue la CSP, DMI3 joue un 
rôle central, puisque le rôle des gènes DMI1 et DMI2 serait uniquement de permettre 
l'activation de DMI3 (Hayashi et al., 2010; Madsen et al., 2010). Compte tenu de la similitude 
des processus d'infection dans ces deux symbioses, on peut supposer que le recrutement de 
DMI3 pour l'infection par les rhizobia ne posait pas de difficultés d'adaptation particulières. 
Nos résultats montrent en effet que pour les deux types de symbiotes, DMI3 joue un rôle très 
similaire, en agissant de façon cellule autonome pour guider la progression de l'infection à 
travers les tissus racinaires. Cependant une CCaMK de riz ne permet pas de restaurer une 
infection normale chez un mutant dmi3 de M. truncatula, ce qui peut suggérer que l'infection 
par Rhizobium nécessite des propriétés particulières de la CCaMK (Godfroy et al., 2006).  
Une différence majeure entre les symbioses mycorhizienne et rhizobienne est que la seconde 
nécessite un processus d'organogénèse qui n'existe pas dans la première. Il peut donc paraître 
a priori surprenant que DMI3 et les autres gènes de la CSP aient également été recrutés pour 
l'induction du processus d'organogénèse nodulaire. Cependant ce rôle de DMI3 dans 
l'organogénèse ne semble pas avoir nécessité une modification importante de la protéine, 
puisqu'une CCaMK de riz est capable de restaurer la formation des nodosités chez un mutant 
dmi3 de M. truncatula (Godfroy et al., 2006). De plus, le fait d'utiliser un même gène pour les 
voies de signalisation contrôlant l'organogénèse et l'infection peut constituer un avantage pour 
assurer un bon couplage entre ces deux processus.  
Nos résultats montrent par ailleurs que le processus d'organogénèse nodulaire requiert 
l'intervention de DMI3 non seulement dans différents tissus de la racine, mais également à 
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plusieurs niveaux dans la voie de signalisation, à la fois en amont et en aval du messager 
secondaire assurant la transmission du signal entre l'épiderme et le cortex. DMI3 semble donc 
occuper une place prépondérante dans le processus d'organogénèse, et il serait intéressant de 
savoir s'il joue également un rôle important dans d'autres types de symbioses impliquant une 
organogénèse nodulaire, mais pas de composés de type LCO. Ainsi chez les plantes 
actinorhiziennes nodulées par des souches de Frankia qui a priori ne possèdent pas les gènes 
nécessaires à la synthèse de LCO, l'orthologue du gène DMI2 joue néanmoins un rôle 
important dans la formation des nodosités (Gherbi et al., 2008), ce qui suggère que DMI3 
pourrait également être impliqué dans ce processus. Par ailleurs, la récente émergence 
d'Aeschynomene evenia comme plante modèle pour l'étude des symbioses rhizobiennes 
indépendantes des facteurs Nod (Arrighi et al., 2012) devrait permettre de déterminer si ce 
type de symbiose implique également une CCaMK. Une telle implication ferait de la CCaMK 
un acteur incontournable de la mise en place des endosymbioses racinaires, et un véritable 
« lauréat de l’évolution ». 
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